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Resumen 
Las infecciones asociadas al uso de biomateriales se han convertido en uno de los grandes 
obstáculos a los que se enfrenta la medicina moderna. De ahí el esfuerzo de los profesionales 
involucrados en todas las disciplinas relacionadas con los biomateriales e implantología para 
dar con soluciones que pongan fin a esta problemática. Algunas técnicas se basan en la 
modificación de la superficie del implante para minimizar o prevenir la adhesión de bacterias. 
Otras incorporan agentes antimicrobianos para actuar localmente y acabar con las bacterias 
causantes de la infección antes de que se adhieran al dispositivo. 
En este trabajo se ha estudiado un sistema de liberación controlada de fármacos consistente en 
una matriz polimérica cargada con gentamicina como agente antimicrobiano. Se han 
empleado biopolímeros de la familia de los polihidroxialcanoatos para dicha matriz, 
concretamente poli(3-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) y poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato). El material escogido para el implante es el tántalo. 
Debido a que los metales presentan módulos elásticos elevados, se suelen utilizar en forma de 
estructuras porosas para conseguir propiedades mecánicas similares al hueso humano. En el 
presente trabajo, después de optimizar el recubrimiento depositado en muestras lisas de tántalo 
mediante la técnica de “dip-coating”, se realizaron unos primeros estudios con los novedosos 
polihidroxialcanoatos sobre estructuras porosas. 
En primer lugar, la optimización en muestras lisas consiste en conseguir un recubrimiento total 
de la superficie de tántalo. El segundo objetivo es incorporar en el dispositivo una 
concentración de gentamicina que, sin exceder el límite de toxicidad, evite la adhesión y la 
proliferación bacterianas. 
Se ha conseguido obtener un recubrimiento total de la superficie de las muestras lisas. Las 
concentraciones de gentamicina con las que se ha trabajado dan buenos resultados en los 
ensayos de citotoxicidad, inhibición bacteriana y adhesión celular. Por otra parte, los estudios 
con muestras porosas han permitido mostrar la línea de investigación que se debe seguir a 
partir de los resultados obtenidos en este trabajo. 
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Prefacio 
Origen del proyecto 
Por todos es sabido que los polímeros derivados del petróleo son unos de los materiales más 
utilizados en nuestra sociedad. De la misma manera que también se sabe que su uso conlleva 
graves problemas medioambientales por tratarse de materiales no biodegradables. 
Actualmente, los biopolímeros son una firme alternativa a estos plásticos. Y no es sólo su 
producción a partir de fuentes renovables, o el compostaje una vez desempeñada su función lo 
que ha despertado un gran interés, sino que además pueden presentar propiedades mecánicas 
muy parecidas a las que propone la oferta petroquímica. Con el añadido de que además gozan 
de ventajas como su biocompatibilidad o la biodegradabilidad ya comentada. Todo ello ha 
facilitado que se esté recurriendo a estos polímeros para aplicaciones, entre otras, biomédicas 
y farmacéuticas, como la que dio origen a este proyecto. Los polihidroxialcanoatos (PHA’s) 
encajan en este perfil y son los principales protagonistas de este estudio.  
Motivación 
Trabajos anteriores relacionados con esta familia de poliésteres impulsaron la idea de 
emplearlos como matriz polimérica en el desarrollo de un sistema de liberación controlada de 
fármacos para implantes de tántalo. El hecho de que no se hayan encontrado referencias 
previas al respecto captó, si cabe, aún más la atención del grupo de investigación.   
En cuanto a mi motivación personal, la razón principal que me impulsó a embarcarme en este 
proyecto es su relación con el campo de los biomateriales. Poder trabajar en este departamento 
buscando soluciones que pueden ayudar a mejorar la calidad de vida de tantísimas personas 
fue un fuerte empujón. También considero que tener la oportunidad de realizar un proyecto 
experimental me ha permitido adquirir experiencia con las técnicas y equipos presentes en un 
laboratorio, lo que me puede ayudar en mi futuro profesional. 
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Requerimientos previos 
Al tratarse de un proyecto llevado a cabo en un laboratorio de investigación fue necesaria una 
formación previa sobre los riesgos presentes en este espacio de trabajo, así como sobre las 
normas y precauciones que se deben tomar para minimizarlos. Además, el empleo del 
instrumental y de las técnicas utilizadas a lo largo de este estudio ha requerido de un 
aprendizaje previo, tanto teórico como práctico.    
Se realizó también una revisión bibliográfica sobre aspectos fundamentales en esta 
investigación, como pueden ser las infecciones asociadas al uso de los biomateriales y las 
técnicas empleadas para contraatacarlas; la síntesis, degradación, propiedades y aplicaciones 
de los polihidroxialcanoatos; las características de los diferentes tipos de hueso; o las 
peculiaridades de las estructuras porosas de tántalo. 
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Objetivos del proyecto 
El objetivo general de este trabajo es desarrollar recubrimientos antimicrobianos para 
implantes de Tántalo que sean estables, homogéneos y no tóxicos mediante matrices 
poliméricas de distintos miembros de la familia de los polihidroxialcanoatos.  
Se plantean dos objetivos parciales: 
 La optimización del proceso de recubrimiento en muestras lisas de tántalo. 
Este propósito se llevará a cabo mediante la técnica de dip-coating y en base a dos 
consideraciones: i) conseguir un recubrimiento polimérico total de las superficies de 
tántalo. Se utilizarán tres polímeros para el estudio: poli(3-hidroxibutirato), poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) y poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato). Se 
comprobará el número de inmersiones necesarias para conseguir un recubrimiento 
completo con cada uno de ellos; ii) incorporar una concentración de gentamicina en el 
recubrimiento que inhiba la adhesión y el crecimiento bacteriano sin sobrepasar los 
límites de toxicidad. 
 
 La realización de una serie de ensayos preliminares con estructuras porosas de tántalo.  
Se compararán distintas técnicas para intentar introducir el polímero en las muestras. 
Se trabajará con los mismos polihidroxialcanoatos que en la optimización en muestras 
lisas y se valorará si el proceso funciona mejor con alguno de ellos.  
 
Para conseguir y poder desarrollar de forma adecuada los objetivos mencionados, se detalla 
una serie de propósitos más concretos: 
- La familiarización con las características comunes y los rasgos diferenciales entre los 
diferentes materiales utilizados como recubrimientos en sistemas de liberación 
controlada de fármacos. 
- El estudio de los protocolos empleados: preparación y limpieza de las muestras de 
tántalo, tratamiento termoquímico y ensayos de caracterización biológica. 
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- Caracterización físico-química de los polímeros. 
- Caracterización de las emulsiones mediante la determinación de su viscosidad. 
- Caracterización morfológica, físico-química y biológica de todos los recubrimientos. 
Relacionar los resultados obtenidos con su poder antimicrobiano y el impacto que 
pueden tener al ponerse en contacto con sistemas biológicos. 
 
Alcance del proyecto 
Se pretende cumplir con todos los objetivos planteados, así como intentar establecer un punto 
de partida para estudios posteriores relacionados con sistemas de liberación controlada de 
fármacos en estructuras porosas.   
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1. La problemática de las infecciones en 
implantes ortopédicos 
 
En los últimos tiempos, el uso de materiales diseñados para interactuar con los sistemas 
biológicos ha experimentado un crecimiento considerable. Son muchos los tejidos o 
funciones biológicas que se pueden sustituir por biomateriales, y en todos estos casos existe 
un riesgo común de que el paciente sufra una infección asociada al empleo de este tipo de 
dispositivos. Se trata de un problema de suma importancia en el que la comunidad 
científica lleva años trabajando para encontrar una solución. No importa que el material 
esté implantado o que simplemente tenga contacto con el cuerpo humano, el caso es que las 
infecciones asociadas a los biomateriales (BAI) se han convertido en uno de los grandes 
obstáculos a los que se enfrenta la medicina moderna. Y no sólo eso, sino que además se 
espera que el número de afectados aumente en el futuro. Este hecho lo justifican causas 
como (1) el envejecimiento de la población y la creciente necesidad de utilizar 
biomateriales para restaurar los tejidos vivos y sus funciones, (2) los mejores métodos de 
detección de las estructuras microbianas (biopelículas o biofilms) involucradas en 
infecciones de prótesis articulares, (3) el aumento del tiempo de residencia de estas 
prótesis, que están en riesgo continuo de infección mientras permanecen implantadas 
(Trampuz y Zimmerlib, 2005) y (4) la cada vez más elevada resistencia de las bacterias al 
tratamiento con antibióticos, cosa que dificulta enormemente la solución a posteriori (Zaat, 
2013). Todo ello hace presagiar que la cantidad de pacientes aquejados por esta dolencia se 
incrementará en las próximas décadas, y de aquí la importancia de encontrar un remedio 
cuanto antes. 
1.1. Patogénesis 
Una infección microbiana, ya sea originada por bacterias o por cualquier otro 
microorganismo, puede conducir a una morbilidad elevada, incluso a la mortalidad del 
paciente.  
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La patogénesis de las BAI implica la interacción entre los microorganismos, el implante y 
el huésped (ver figura 1.1). El fracaso de los dispositivos y el éxito de las bacterias residen 
en la capacidad de éstas de producir sustancias extracelulares que les permiten adherirse a 
las superficies sumergidas, y que proporcionan una matriz estructural para formar 
comunidades multicelulares que se conocen como biofilms. Los recientes avances en 
microscopía y tecnología molecular han hecho posible la observación directa de una amplia 
variedad de hábitats naturales, estableciendo que la mayoría de los microorganismos 
persisten unidos a las superficies dentro de un ecosistema estructurado de este tipo y no 
como organismos libremente suspendidos (Costerton et al., 1995, C. Sousa et al., 2011). 
 
Figura 1.1. Interacción entre los microorganismos, el implante y el huésped 
                                                                                     (Trampuz y Widmer, 2006) 
 
Cuando un implante se contamina con bacterias varios factores influyen en que se 
desarrolle un biofilm sobre el mismo. Inicialmente los microorganismos deben adherirse a 
la superficie del implante el tiempo suficiente para que la adherencia sea irreversible (Lasa 
et al., 2005). Se considera que esa adhesión microbiana a las superficies de los dispositivos 
médicos es la base del mecanismo patogénico en las BAI (Sousa et al., 2011), y depende 
del flujo de líquido al que está sometido el implante, del número de bacterias que se 
adhieren y de las características físico-químicas del biomaterial (Lasa et al., 2005).  
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La formación de biopelículas implica una secuencia de acontecimientos que se representa 
en la figura 1.2. El primer paso es la adsorción de componentes macromoleculares en la 
superficie del biomaterial en cuestión, formando lo que se conoce como una "película 
acondicionada". La formación de esta película acondicionada es un requisito previo para 
que se produzca la adhesión microbiana, ya que modifica las propiedades físico-químicas 
de las superficies que interactúan, permitiendo la adhesión. Tiene lugar segundos después 
de la exposición a un medio ambiente biológico y de forma extremadamente rápida (Figura 
1.2a). La naturaleza de las macromoléculas adsorbidas depende del ambiente biológico en 
el que se coloca el biomaterial (Maathuis et al., 2007). En algún caso excepcional, las 
bacterias se unen directamente al dispositivo sin que intervengan las proteínas del paciente. 
Esto ocurre con las sondas urinarias, donde la fuente de contaminación puede ascender 
desde la bolsa recolectora y entrar en el lumen del catéter a través del exudado en el punto 
de entrada del mismo (Lasa et al., 2005). Aún así, la adhesión directa de los 
microorganismos sobre la superficie del biomaterial es extraña y ocurre en contadas 
ocasiones.  
La adhesión inicial de los microorganismos es reversible y, en general, depende de las 
características físico-químicas de la superficie de la célula microbiana, de la superficie de 
los biomateriales y del fluido biológico (Figura 1.2b). Un anclaje firme a través de la 
producción de exopolímero puede convertir esta adhesión reversible en un estado 
irreversible (Figura 1.2c). En esta tercera etapa, las bacterias se multiplican formando 
microcolonias y acumulando grupos de células en capas múltiples, un paso que implica la 
adhesión intercelular y la síntesis de una matriz extracelular de moléculas poliméricas 
como proteínas y polisacáridos (Sousa et al., 2011). Esto se logra en parte mediante el 
mecanismo denominado quorum sensing (QS). Esta interrelación, vía mensajeros en forma 
de pequeñas moléculas, beneficia a la bacteria al permitirle sentir la presencia de 
microorganismos vecinos, determinar la densidad de la población existente y responder a 
eventuales condiciones cambiantes. El proceso QS funciona debido a que cada bacteria que 
se une a una superficie produce una molécula señal “yo estoy aquí”, de manera tal que 
mientras más bacterias se unen, se incrementa la concentración local de esta señal (Nazar, 
2007). Así se consigue la agrupación de las bacterias y la activación de los mecanismos 
genéticos responsables de la producción de exopolisacáridos (Costerton et al., 1999). Esto 
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permite obtener un mayor crecimiento de los microorganismos adheridos, lo que lleva a la 
formación de unos agregados bacterianos densos, incrustados en la matriz exopolimérica y 
típicos de los biofilms maduros (Figura 1.2d) (Sousa et al., 2011). Toda esta matriz de 
exopolímero forma el llamado glucocáliz (Neu et al., 1992). Además de anclaje, el 
glucocáliz ofrece protección contra antibióticos y ataques ambientales (Isiklar et al. 1996; 
Schierholz y Beuth 2001, Sugarman y Young 1989). Estas estructuras tienen un 
metabolismo más bajo que los microorganismos en estado planctónico. Debido a este 
estado rebajado en el metabolismo y a que la tasa de crecimiento se ralentiza, se consigue 
una reducción en la sensibilidad a ciertos antibióticos (Lasa et al., 2005).  
En la cuarta y última etapa, la exposición a fuertes fuerzas mecánicas e hidrodinámicas y a 
la regulación QS, puede provocar que los biofilms maduros experimenten un proceso de 
desprendimiento en el que se liberan bacterias planctónicas. Éstas pueden luego colonizar 
otra región del sustrato para formar nuevas microcolonias, cerrando el proceso de 
formación y desarrollo del biofilm (Sousa et al., 2011). Todo este proceso se ilustra en la 
figura 1.2. 
 
Figura 1.2. Etapas en la formación de un biofilm 
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En el mundo natural, más del 99% de todos los microorganismos existe como biofilms 
(Costerton et al., 1987), lo que sugiere que estas estructuras presentan ventajas respecto a 
sus análogos planctónicos. Por citar algunas, los microorganismos adheridos a una 
superficie se encuentran en un entorno mucho más favorable en términos de disponibilidad 
de nutrientes, cooperación metabólica y protección contra los factores externos (Davey y 
O’Toole, 2000; Sousa et al., 2011). Y es precisamente esto último el principal problema de 
estas estructuras, ya que son extremadamente resistentes a los mecanismos de defensa del 
huésped y al tratamiento con antibióticos si se comparan con sus análogos en suspensión. 
Como consecuencia de todo ello, las infecciones relacionadas con biofilms son una causa 
acentuada de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Según datos oficiales del World 
Health Organization (WHO) en 2002, las enfermedades infecciosas representaban la 
segunda causa de mortalidad en Europa, después de las enfermedades cardiovasculares. La 
mortalidad atribuible por estas infecciones es alta entre pacientes con implantes 
cardiovasculares, particularmente válvulas protésicas e implantes aórticos. Las infecciones 
asociadas con implantes ortopédicos y derivaciones ventriculares a menudo resultan en 
graves discapacidades (New England Journal of Medicine, Abril 2004).  De ahí el esfuerzo 
de los profesionales involucrados en todas las disciplinas relacionadas con los biomateriales 
y la implantología para dar con una solución que ponga fin a la problemática actual con 
este tema.   
 
1.2. Biomateriales y microorganismos 
En los últimos 25 años se ha constatado que entre el 6% y el 14% de los pacientes que 
entran en un hospital general desarrollan una infección nosocomial (Vazquez-Aragon et al., 
2003, Sousa et al., 2011), es decir, una infección que no estaba presente ni en periodo de 
incubación en el momento de la admisión del paciente en el hospital. De estos, 
aproximadamente un millón de casos tenían el origen en la formación de biopelículas en 
dispositivos permanentes (Darouiche, 2004; Sousa et al.,  2011). Esta cifra se estima que 
representa un 60% de las infecciones nosocomiales, lo que nuevamente permite hacerse 
una idea de la importancia de dar con la forma de combatir estos biofilms. 
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Los biomateriales son propensos a la infección por diferentes microorganismos. Entre los 
principales responsables de la formación de biofilms en dispositivos médicos encontramos 
bacterias Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis y Streptococcus viridans), Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa), y también levaduras (Davey y 
O’Toole, 2000; Sousa et al., 2011). Staphylococcus aureus se encuentra generalmente en 
implantes metálicos (Barth et al., 1989), mientras que Pseudomonas y Staphylococcus 
epidermidis se hallan principalmente en implantes poliméricos (Barth et al. 1989; Ferreiros 
et al., 1989). En consecuencia, cuantos más biomateriales distintos están involucrados en 
un implante, mayor es la posibilidad de que se produzca una BAI y de que alguna de las 
cepas sea patógena. S. epidermidis fue considerado durante mucho tiempo un miembro no 
patógeno e inofensivo de la microflora normal de la piel, pero se convirtió en un agente 
patógeno en el momento que se inició la era de los biomateriales y de los implantes. En 
cuanto a las levaduras, hay especies de Candida que están emergiendo como importantes 
patógenos nosocomiales. De hecho, un 80% de los pacientes que sufren candidiasis ha 
tenido colocado un catéter venoso central (CVC), lo que pone de manifiesto la importancia 
de estas especies de levaduras como causa común en infecciones asociadas a CVC (Ben-
Ami et al., 2008, Sousa et al., 2011).  
Todos los organismos que causan una infección asociada a los biomateriales podrán tener 
una o más fuentes. La primera fuente la constituye la piel. Durante la inserción del 
biomaterial, los microorganismos presentes en la piel pueden ser empujados hacia el 
superficie del implante. Una segunda fuente está constituida por microorganismos 
suspendidos en el aire, que en concentraciones variables están normalmente presentes en la 
sala de operaciones. Pueden llegar a la superficie incluso antes de la implantación 
(Charnley 1972; Lidwell et al. 1982). Una tercera fuente descrita es la diseminación 
hematógena de microorganismos desde focos distantes en el cuerpo hacia el lugar donde se 
encuentra el biomaterial (Maathuis et al., 2007).  
Se supone que la cirugía se realiza de una manera estéril, pero se ha demostrado que la 
cirugía completamente estéril es imposible. Los biomateriales en contacto permanente con 
la piel y/o el ambiente externo al cuerpo humano forman una clase de implantes que tienen, 
por definición, una tasa de contaminación del 100%. Este estado contaminado los hace muy 
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susceptibles al mal funcionamiento debido a las complicaciones infecciosas (Tang y Eaton, 
1995) (Tabla 1.2). Ejemplos clínicos de estos implantes son los catéteres intravenosos, los 
catéteres de diálisis peritoneal, los catéteres de tracto urinario, las prótesis de voz, los 
implantes orales y los clavos percutáneos que fijan fracturas externas. En prótesis 
totalmente implantadas se observan tasas de infección más bajas (Tabla 1.3), sin embargo 
las consecuencias son más graves (Maathuis et al., 2007). 
 
1.3. Clasificación de las infecciones asociadas a implantes 
La etiología de las infecciones asociadas a prótesis articulares nos aporta conocimiento 
sobre los distintos momentos y causas en los que se produce la infección. Según el tiempo 
de aparición de la misma tras la colocación de la prótesis y el contexto clínico, se han 
sugerido diversas clasificaciones, entre las cuales una de las más utilizadas es la de 
Tsukayama et al. que las divide en infecciones postquirúrgicas precoces, infecciones 
crónicas tardías, infecciones hematógenas agudas y cultivos intraoperatorios positivos. 
 Infecciones postquirúrgicas precoces (IPP). Este tipo de infección es 
generalmente causada por microorganismos virulentos como el Staphylococcus 
aureus. Se manifiesta en el primer mes tras la cirugía del implante con predominio 
de los signos inflamatorios locales, celulitis y secreción purulenta de la herida 
quirúrgica. Puede haber dolor en la articulación y fiebre, sólo a veces elevada, con 
escalofríos, afectación sistémica y bacteriemia. En los pacientes con IPP el 
principal problema diagnóstico es diferenciar una infección superficial de una 
infección de la prótesis, pero cualquier infección de la herida quirúrgica debe hacer 
plantear la posible afectación del implante. 
 Infecciones crónicas tardías (ICT). Se presentan a partir del segundo mes tras la 
cirugía y, a menudo, con aflojamiento protésico. La contaminación se produce en la 
intervención, pero  pueden manifestarse meses o años después debido al pequeño 
inóculo bacteriano y la baja virulencia de los microorganismos causales (por 
ejemplo, Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)). Los microorganismos 
sobreviven en un estado de latencia hasta que se revela la infección. Dolores 
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persistentes o que van en aumento en las articulaciones, así como el aflojamiento 
precoz de la prótesis, suelen ser característicos en estos casos. Muchos de estos 
pacientes presentan un postoperatorio tórpido, con infección de la herida quirúrgica 
y problemas en su cicatrización. Algunos desarrollan una fístula cutánea. Aun así, 
los síntomas clínicos pueden ser escasos y, por lo tanto, difíciles de distinguir de un 
fallo aséptico.  
 Infecciones hematógenas agudas (IHA). Como las ICT, se asocian con 
microorganismos de baja virulencia. De presentación precoz o tardía, están 
vinculadas a la presencia de bacterias en la sangre. En las primeras semanas del 
postoperatorio, cuando existe un particular riesgo de que una bacteriemia colonice 
la prótesis recién implantada, el diagnóstico puede confundirse con el de IPP. En 
los casos tardíos, es característica la aparición brusca de dolor e inflamación local 
en la articulación afectada, así como un estado febril asociado. El diagnóstico es 
claro en los pacientes con prótesis previamente indolora y buena funcionalidad, 
pero a veces la infección se establece en pacientes con dolor crónico y aflojamiento 
aséptico previo, que facilita el anidamiento de la bacteriemia. La positividad del 
hemocultivo o del cultivo de la cavidad articular, así como la presencia en algunos 
casos de otro foco de infección, sugieren el diagnóstico de este tipo de infección. 
 Cultivos intraoperatorios positivos (CIOP). Son infecciones subclínicas. Se 
diagnostican al cultivar el material protésico generalmente retirado en un 
aflojamiento aséptico sin sospecha previa de infección. 
(Tsukayama et al., 1996) 
La frecuencia relativa de los diferentes tipos de infección protésica depende de las 
características epidemiológicas de la población estudiada, pero se cifra alrededor del 35% 
en IPP, del 50% en ICT, del 10% en IHA y del 5% en CIOP. En la tabla 1.1 se resume la 
clasificación, la frecuencia de cada tipo de infección y su etiología. 
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Tabla 1.1. Clasificación de las infecciones protésicas 
 
Datos obtenidos de J.Zubeldia et al. Infecciones de prótesis ortopédicas en el Hospital Donostia. 
(Comunicación 336); J.García Lechuz, et al. Infección sobre prótesis articular. Estudio retrospectivo 
clínico-microbiológico, (Comunicación 338); M.Riera. Datos del grupo de infecciones protésicas 
articulares de la REIPI. XI Congreso SEIMC (Bilbao, Mayo 2004). 
 
1.4. Estadística en las BAI 
Los implantes médicos más propensos a la formación de biopelículas incluyen las prótesis 
de voz artificial, prótesis articulares, válvulas y marcapasos cardíacos, catéteres de 
derivación del líquido cefalorraquídeo, tubos endotraqueales, catéteres urinarios, catéteres 
de diálisis peritoneal, catéteres venosos centrales (CVC), lentes de contacto, implantes 
dentales y prótesis para disfunción eréctil (Hall-Stoodley et al., 2004; von Eiff et al., 2005; 
Sousa et al., 2011).   
En el campo ortopédico, que es el que presenta un mayor interés en este trabajo, las 
probabilidades de infección varían dependiendo del dispositivo en cuestión. En Estados 
Unidos se sitúan entre un 0,3% y un 1,7% de las prótesis totales de cadera (PTC) y entre un 
0,8% y un 1,9% en prótesis totales de rodilla (PTR). En los implantes osteo-articulares es 
variable, de 3% a 25% (Del Pozo et al., 2009).  
En España, sobre un total estimado de 30.000 artroplastias/año se calcula una tasa de 
infección entre 3-4%. Datos nacionales del Ministerio de Salud Pública (2010) muestran los 
siguientes valores: 3,3% de 2884 prótesis de rodilla, 3,5% de 5583 prótesis totales de cadera 
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y 4,9% de 2122 de prótesis parciales de cadera (http://www.msp.gub.uy/sites/default/ 
files/CIRUGIAREFNAL2010.pdf). 
Otros estudios muestran unas tasas medias de infección global en las prótesis de cadera y 
rodilla durante los primeros dos años de postoperatorio de 1,5% para prótesis total de 
cadera primaria y 2,5% para prótesis total de rodilla primaria. En caso de revisión aumenta 
a un 3,2% y un 5,6% respectivamente, en cadera y rodilla (Ariza, 2006). 
En Catalunya, el programa de vigilancia epidemiológica VINCAT del departamento de 
sanidad de la Generalitat Catalana recoge porcentajes de un 3% de infección en prótesis 
total de cadera y de un 3.3% en prótesis total de rodilla (Gázquez, 2014). 
Las tablas que aparecen a continuación muestran una relación de los implantes biomédicos 
utilizados en la medicina moderna con su incidencia en infecciones clínicas.  
Tabla 1.2. Incidencias de infección de diferentes dispositivos biomédicos en contacto 
permanente con la piel y/o el medio ambiente exterior al cuerpo humano. 
Body site  Implant or device Incidence of infectious complications  
necessitating exchange 
Urethra Foley catheter 2.8/1000 catheter days (Luehm and Fauerbach1999) 
Venous system Peripheral inserted central venous 
catheters 
2-5/1000 catheter days (Safdar and Maki 2005) 
Arterial system Arterial catheters 0.4-0.7% (Frezza and Mezgebe 1998) 
Intraperitoneal Peritoneal dialysis catheters 11-13% (Thodis et al. 2005) 
Extremities Pins in external fracture fixation 12-71% (Bernardo 2001) 
Oral cavity Dental implants 5-10 % (Ehrlich et al. 2005) 
Laryngeal cavity Voice prosthesis Every 4 months (Van den Hoogen et al. 1996) 
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Tabla 1.3. Incidencias de infección de diferentes implantes biomédicos según su lugar en el cuerpo. 
Body site    Implant  or device Incidence of infection 
Subcutaneous Cardiac pacemaker 1-5% (Borer et al. 2004) 
Tissue expanders 0,9% (Disa et al. 1999) 
Chin augmentation implants 0,8% (Gross et al. 1999) 
Soft tissue Mammary prosthesis 2-2,5% (Pittet et al. 2005) 
Abdominal wall patches 3-8% (Deysine 1998) 
Penile prostheses 2-10% (Schoepen and Staerman 2002) 
Nasal implants 3,2% (Godin et al. 1999) 
Intraocular lenses 0,5% (Kahn et al. 2005) 
Circulatory 
system 
Prosthetic heart valve 1-3% (Ehrlich et al. 2005) 
Dacron aortoiliofemoral bypasses 2-10% (Andreev 1995) 
Bone Total Hip Arthroplasty 1% (Zimmerli et al. 2004) 
Total Knee Arthroplasty 2% (Zimmerli et al. 2004) 
(Maathuis et al., 2007) 
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2. Estado del arte: soluciones a la problemática 
de las BAI 
El tratamiento de las infecciones asociadas a los dispositivos médicos se realiza 
generalmente mediante el uso de agentes antimicrobianos convencionales, elegidos a partir 
de los resultados de test estandarizados de susceptibilidad antimicrobiana. El problema de 
estos test es que normalmente se realizan con células planctónicas, que son mucho más 
susceptibles al ataque que las células de los biofilms (Nadell et al., 2009; Sousa et al., 
2011). Se calcula que la susceptibilidad de los microorganismos que forman parte de estas 
comunidades estructuradas es entre 10 y 1000 veces inferior a la de los mismos 
microorganismos cuando se encuentran suspendidos libremente. De igual manera, los 
niveles de fagocitosis también se ven muy disminuidos (von Eiff et al., 2005). Esto explica 
que en muchas ocasiones estos tratamientos no tengan éxito cuando se aplican para 
combatir las BAI (Sousa et al., 2011).  
El objetivo pasaría por evitar la adhesión microbiana, la formación de biopelículas y la 
consecuente infección. Con este propósito se siguen estrictas normas de higiene así como 
profilaxis antibiótica en el curso de la intervención. Sin embargo, se debe tener un estricto 
cuidado con el uso de antibióticos, ya que existe la posibilidad de que los microorganismos 
evolucionen adquiriendo resistencia a los mismos. Este fenómeno natural se ve acelerado 
cuando los medicamentos antimicrobianos se utilizan de forma inapropiada. Si esto ocurre, 
los tratamientos se vuelven ineficaces y las infecciones persisten (Sousa et al., 2011).  
En los últimos años han surgido nuevas estrategias de prevención para combatir las BAI. Se 
han estudiado modificaciones de las superficies de los biomateriales (Poortinga et al., 2002; 
Price et al, 2005; Camargo et al., 2009; Sousa et al., 2011) y también se han probado 
materiales nuevos que podrían ser resistentes a la adhesión y a la colonización bacteriana 
(von Eiff et al., 2005; Wilson, 2001; Sousa et al., 2011).  
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2.1. Estrategias de prevención que siguen una modificación del 
material 
Como se ha descrito anteriormente, la adhesión microbiana es un paso esencial en la 
patogénesis de las BAI. Parece lógico pensar que un enfoque interesante desde el punto de 
vista preventivo sea precisamente inhibir esta adhesión. De hecho, todos los pasos 
importantes en la patogénesis, como la ya citada adhesión, como la acumulación o la 
formación del biofilm, parecen objetivos claros contra los cuales dirigir las estrategias de 
prevención. En la tabla 2.1, mostrada a continuación, se resumen las posibles estrategias 
preventivas para cada uno de los pasos citados. 
Tabla 2.1. Posibles estrategias dirigidas contra factores clave de la patogénesis de las BAI 
 
(von Eiff et al., 2005) 
Las estrategias que se utilizan actualmente para prevenir o reducir la tasa de infección en 
implantes se pueden separar en dos categorías: (1) aquellas que modifican la superficie del 
implante para minimizar o prevenir la adhesión de bacterias y (2) las que incorporan 
agentes antimicrobianos para actuar localmente y acabar con las bacterias causantes de la 
infección antes de que se adhieran al dispositivo. Estas últimas se pueden subdividir en (1) 
aquellas en que los agentes antimicrobianos se unen directamente a la superficie del 
dispositivo actuando únicamente contra las bacterias que entran en contacto con la 
superficie, (2) las que liberan el agente antimicrobiano desde el bulk del biomaterial 
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implantado creando una zona local de ataque en sus alrededores, y (3) las que liberan los 
agentes antibióticos desde una película que recubre el implante permitiendo actuar contra 
las bacterias localizadas en los alrededores (Richards et al., 2012). 
 
Figura 2.1. Estrategias para prevenir las BAI mediante modificación de la superficie 
(izquierda) y mediante incorporación de agentes antimicrobianos (derecha) (Tiller J et al., 
2007). 
 
2.1.1. Superficies antiadherentes para implantes 
Este tipo de superficies son atractivas para la prevención de infecciones porque no 
necesitan incorporar agentes antimicrobianos activos, carecen de potencial confusión 
farmacológica en la zona del implante y no son propensas a inducir resistencia a los 
antibióticos. Los requisitos que tienen que cumplir estos tratamientos superficiales son muy 
exigentes. Se resumen a continuación: 
1. Deben operar en el medio del tejido del huésped, que consta de 20.000 proteínas 
diferentes con concentraciones en suero sanguíneo de 70 mg/ml. Cada una de estas 
proteínas tiene su propia actividad intrínseca para enlazarse a la superficie y la 
mayor parte de ellas permiten la adhesión bacteriana.  
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2. Impartir clínicamente importantes propiedades anti-adhesivas contra la invasión de 
patógenos durante la vida del implante. 
3. Sobrevivir a la rigurosa esterilización del dispositivo y a las rutinas de tratamiento 
quirúrgico. 
4. Evitar provocar respuestas inmunológicas e inflamatorias en el tejido del huésped. 
5. Proporcionar una extrapolación predictiva a partir del comportamiento 
antimicrobiano in vitro para su uso clínico in vivo.  
De las muchas y diferentes arquitecturas superficiales válidas que se han desarrollado hasta 
la fecha, los recubrimientos poliméricos son los que presentan una mayor disminución de la 
adhesión bacteriana. En ensayos in vitro se han observado rebajas de al menos un orden de 
magnitud. Queda comprobar si esta reducción es efectiva en diferentes aplicaciones 
clínicas, ya que in vitro se han expuesto numerosos ejemplos de polímeros que dan buenos 
resultados, pero los ensayos clínicos son preliminares y aún no se han validado (Richards et 
al., 2012). 
 
2.1.2. Superficies activas antimicrobianas para implantes 
Las superficies que incorporan agentes antimicrobianos activos ofrecen mecanismos que 
previenen la formación de biopelículas sobre el implante, lo cual se considera el factor 
crucial en la prevención de infecciones relacionadas con biomateriales. Tales superficies 
incorporan una actividad antimicrobiana que no debe disminuir con el tiempo de 
implantación. Sin embargo, como las proteínas y células del huésped se van adsorbiendo en 
la superficie, se forma una película biológica que reduce la eficacia de los mecanismos 
antimicrobianos y que permite a los patógenos aposentarse en los tejidos blandos próximos 
a los implantes, formando peligrosos depósitos de bacterias.  
Una alternativa a esta propuesta comprende la liberación de los agentes antimicrobianos 
desde el bulk del biomaterial o desde un recubrimiento. Este método puede ofrecer 
protección eficaz tanto en la superficie del implante como en los tejidos adyacentes durante 
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el tiempo que dure la liberación. Una ventaja primordial de este enfoque es que la 
liberación del fármaco, que se inicia con la implantación, se realiza directamente en la zona 
terapéutica alrededor del biomaterial. Esto permite controlar localmente la dosis sin inducir 
un efecto sistémico que pueda ser tóxico para el organismo. La eficacia antimicrobiana, es 
decir, la duración, potencia y distribución del fármaco en los tejidos, va a depender de la 
selección y formulación del mismo, así como de las propiedades cinéticas y dinámicas 
específicas que resultan de la interacción del medicamento en el lugar del implante. Para 
conseguir una liberación controlada y prolongada de antibióticos en concentraciones 
eficaces y durante un tiempo terapéuticamente significativo, se requieren tecnologías de 
liberación que pueden llegar a ser muy complejas. En la cirugía de trauma es 
particularmente importante desarrollar recubrimientos adherentes a los dispositivos, que 
sean resistentes a la abrasión y que puedan usarse quirúrgicamente sin alterar la liberación 
del fármaco o los perfiles de dosificación. Definir el perfil de liberación óptimo de los 
antibióticos para cualquier terapia local es un reto crucial, ya que aquellos perfiles de 
liberación que no sean óptimos pueden conducir no sólo a la falta de tratamiento o 
profilaxis, sino también promover el desarrollo de una resistencia bacteriana a los 
medicamentos. Los métodos actuales para impregnar implantes en soluciones con 
antibiótico no tienen indicación oficial. Proporcionan liberación del fármaco al entorno 
sólo durante unos pocos días, y generalmente, de forma incontrolada, variable y mal 
definida para cualquier propósito terapéutico. En cambio, lo que esta práctica requiere es 
una tecnología racional de entrega diseñada para los cirujanos que buscan desplegar 
antibióticos activos desde los implantes. Se han podido desarrollar implantes para uso 
ortopédico que permiten la elución de antimicrobianos, incluyendo dispositivos de fijación 
externa y clavos intramedulares usados en el tratamiento de fracturas abiertas (Richards et 
al., 2012). 
Aunque existen referencias de cientos de ejemplos de recubrimientos poliméricos en 
dispositivos protésicos, pocos han alcanzado el uso clínico. Los polímeros reabsorbibles 
(por ejemplo, poliésteres degradables que comprenden polilactidas/glicólido/lactonas) se 
utilizan generalmente en los implantes metálicos en dos formas físicas: (1) como una fina 
capa de recubrimiento de copoliéster depositada desde un solvente y cargada con fármacos 
para liberación local al hueso, y (2) como fundas a medida para placas y clavos hechas de 
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polímero degradable que liberan antibióticos. Con cualquier dispositivo, utilizando una 
funda o un revestimiento, existe la preocupación de que el polímero interfiera en la 
recuperación del par hueso/dispositivo y en el crecimiento óseo necesario para la 
osteointegración. Por lo tanto, se debe orquestar una coordinación muy cuidadosa entre la 
suficiente liberación de fármaco, la reabsorción del polímero y el crecimiento interno del 
tejido en el dispositivo para que tales enfoques sean clínicamente aceptables. La mayoría de 
estos polímeros reabsorbibles están diseñados para degradarse en 9-10 semanas, y su dosis 
de fármaco está programada para agotarse en el plazo de 2-3 semanas. De aquí la 
preocupación de dotar a la capa de polímero con una dosis de medicamento suficiente para 
producir una liberación controlada, prolongada y fiable que proporcione una terapia 
apropiada desde estos delgados recubrimientos (Richards et al., 2012). 
 
2.2. Nuestra propuesta 
En este estudio se va a trabajar con implantes porosos de tántalo como sustitutos del hueso 
humano. Para poner solución a la problemática de las BAI descrita en el apartado anterior 
se va a proceder realizando recubrimientos del metal con polímeros reabsorbibles de la 
familia de los polihidroxialcanoatos. La actividad antimicrobiana se va a lograr cargando el 
polímero con sulfato de gentamicina. El porqué se ha escogido estos materiales se detalla a 
continuación. Las propiedades específicas y las técnicas empleadas en el transcurso de este 
proyecto figuran en el apartado de materiales y metodología    
 
2.2.1. El implante  
En comparación con otros biomateriales como cerámicas y polímeros, los biomateriales 
metálicos ofrecen una gama más amplia de propiedades mecánicas tales como alta 
resistencia, ductilidad, tenacidad a la fractura, dureza, conformabilidad, así como 
resistencia a la corrosión y biocompatibilidad. Estas son las propiedades requeridas para la 
mayoría de aplicaciones de soporte de cargas en artroplastias y sustituciones óseas (Nouri et 
al., 2010). Y precisamente son estos los procesos que van a ser objeto de estudio en este 
trabajo. 
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La elección de un biomaterial metálico parece entonces adecuada en este caso. Cabría 
señalar, en términos generales, que el número de elementos metálicos que se utilizan en la 
fabricación de implantes es muy limitado, si tenemos en cuenta que más de tres cuartas 
partes del sistema periódico lo son. Entre los materiales metálicos que pueden tener una 
aplicación como biomaterial destacan los aceros inoxidables tipo 316L, las aleaciones de 
cobalto y cromo, las aleaciones titanio, aluminio y vanadio y las aleaciones cobalto, níquel, 
cromo y molibdeno. 
El magnesio y sus aleaciones también son de particular interés en aplicaciones quirúrgicas. 
Atesoran un gran potencial debido a que tienen unas propiedades mecánicas similares al 
hueso, no inducen respuestas inflamatorias en el tejido y además se caracterizan por gozar 
de una buena osteoconductividad. Se entiende como tal la capacidad que un material posee 
para actuar como un substrato en el cual las células puedan adherirse y desarrollar sus 
funciones, favoreciendo así el crecimiento óseo. Se ha demostrado también que son 
totalmente bioabsorbibles, lo que los hace ideales en aplicaciones para soportes o andamios 
temporales. Esto permitiría evitar una segunda cirugía para retirar el implante una vez el 
tejido óseo se haya regenerado. Sin  embargo, esta biodegradabilidad que hace del 
magnesio un material prometedor para la regeneración ósea, no es tan deseada cuando se 
requiere una sustitución permanente del hueso (Álvarez K y Nakajima H, 2009).  
Como ya se ha comentado, aparte de las propiedades mecánicas, un requisito fundamental 
para utilizar un metal en el ámbito médico es que sea resistente a la corrosión. El ambiente 
biológico es muy agresivo y el implante va a estar en contacto con los fluidos biológicos, 
soluciones acuosas con gran cantidad de iones disueltos y, por tanto, entornos muy 
agresivos. Así pues, la resistencia a la corrosión y la inercia química son propiedades vitales 
en un biomaterial. 
El titanio es popular por ser bien tolerado y prácticamente inerte en el cuerpo humano. En 
condiciones óptimas presenta una muy buena osteointegración con el hueso, es decir, es 
capaz de establecer una conexión directa entre el hueso vivo y la superficie de un implante 
sometido a una carga funcional. De esta forma se logra una fijación estable y permanente 
sin la interposición de ningún tipo de tejido que no sea hueso. Estable, porque se obtiene 
una unión sin micromovimientos, y permanente porque se consigue que el implante 
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sobreviva al paciente. Además, el titanio forma una capa pasiva muy estable de TiO2 que 
proporciona mayor biocompatibilidad al dispositivo. Incluso si esta capa se daña, vuelve a 
regenerarse de inmediato. En el caso del titanio, la naturaleza de esta película de óxido que 
protege el sustrato metálico de la corrosión es de vital importancia, ya que se ha descubierto 
que sus propiedades físicoquímicas como cristalinidad, segregación de impurezas, etc., son 
muy relevantes. Las aleaciones de titanio presentan una biocompatibilidad superior en 
comparación con los aceros inoxidables y las aleaciones Cr-Co. Las aleaciones de 
titanio-aluminio-vanadio (ASTM F136, ASTM F1108 y ASTM F1472) tienen mejores 
propiedades mecánicas que el titanio comercialmente puro (cp Ti) (ASTM F67) y se 
utilizan más ampliamente en el reemplazo total de articulaciones. Sin embargo, existen 
preocupaciones en cuanto a los implantes a largo plazo de Ti-6Al-4V debido a la presencia 
de elementos como el vanadio, tóxicos en su estado elemental. Estas inquietudes han 
conducido al desarrollo de nuevas aleaciones de Ti como las aleaciones de Ti de segunda 
generación para el campo ortopédico (Ti-15Mo-5Zr-3Al, Ti-15Zr-4NB-2Ta-0.2Pd, Ti-
12Mo-6Zr-2Fe, Ti-15Mo-3Nb-3O y Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr). En la actualidad, se encuentran 
en fase de investigación (Álvarez K y Nakajima H, 2009). 
El tántalo es un material con una combinación única de propiedades físicas y mecánicas. 
Es fisiológicamente inerte, por lo que ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones 
clínicas durante más de 50 años. Por citar algunas de ellas, se encuentra su presencia:  
- como marcador radiográfico para fines de diagnóstico, debido a su alta  
densidad 
- como material para implantes permanentes en el hueso 
- como clips vasculares, con la ventaja particular de que el Ta no es 
ferromagnético, lo cual resulta muy adecuado en resonancias magnéticas 
- en la reparación de defectos craneales  
- como un stent flexible para evitar el colapso arterial 
- en la reparación de fracturas 
- en aplicaciones dentales 
- en otras aplicaciones varias 
La información disponible indica que el Ta es altamente resistente al ataque químico y que 
despierta muy poca respuesta biológica negativa en cualquiera de las formas reducidas u 
Desarrollo   de   recubrimientos antimicrobianos   de polihidroxialcanoatos sobre muestras de tántalo.  
Optimización del recubrimiento en muestras lisas. Primeros estudios en muestras porosas. Pág. 31 
 
 
oxidadas. Esta alta resistencia a la corrosión en medios agresivos viene proporcionada por 
la capa de óxido superficial que presenta en contacto con el aire, y que hace que esta 
resistencia sea mucho mejor que la del acero inoxidable, la del titanio y sus aleaciones 
(Cardarelli et al., 1996).  
Muchos estudios demuestran una excelente biocompatibilidad en una gran variedad de 
situaciones, incluyendo aquellas aplicaciones que implican la cirugía ósea y que resultan de 
interés en este trabajo. Por estos motivos se eligió este material para realizar una 
investigación relacionada con la problemática descrita en el inicio de este texto. 
Se daba comienzo a este apartado mencionando los requisitos que debía cumplir un 
biomaterial con expectativas de utilizarse como sustituto óseo. Se dedujo que los 
biomateriales metálicos eran los que presentaban unas propiedades más acordes con esos 
requerimientos, pero reduciendo el abanico a unos pocos elementos y aleaciones. Después 
de dar un repaso a los más utilizados, se decidió ampliar los estudios con Ta debido a sus 
prometedoras condiciones para el campo ortopédico. 
Hasta el momento se ha hablado de las ventajas de los biomateriales metálicos en este 
campo. También se han mencionado algunos inconvenientes como la liberación de iones 
y/o partículas metálicas tóxicas a través de la posible corrosión o desgaste del implante. 
Esto puede conducir a una respuesta inflamatoria y reacciones alérgicas, que reducen la 
biocompatibilidad y causan la pérdida de tejido. Esta desventaja quedó solventada con la 
elección del tántalo, gracias a su inercia en el entorno biológico.  
Otra desventaja es que los materiales metálicos implantados en defectos óseos estimulan el 
crecimiento de cápsulas fibrosas muy densas. Sin embargo, se ha demostrado que si 
algunos materiales metálicos como el Ti y el Ta se tratan térmicamente en una solución de 
hidróxido sódico, son capaces de unirse al hueso vivo sin formar ese tejido fibroso. Este 
tipo de propiedades osteoconductivas y osteoinductivas se atribuyen a las capas de óxido 
que se forman en sus superficies como consecuencia del tratamiento anterior. Estas capas 
inducen la deposición de apatita en la superficie logrando la osteointegración del implante. 
Cuando un material tiene esta propiedad se dice que es bioactivo. Este tipo de metales 
bioactivos, como el Ti o el Ta, son útiles como sustitutos de hueso. Su utilización es viable 
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incluso en sistemas que soportan grandes cargas, como la articulación de la cadera, la 
columna y la raíz del diente (Kokubo, 2004).  
En cualquier caso, los metales se utilizan con éxito en diversos implantes, en particular, 
cuando es imprescindible soportar carga, donde su fiabilidad hace que no tengan un 
reemplazo viable. La mayor aplicación es la sustitución de tejidos duros (prótesis 
articulares, placas de osteosíntesis, grapas, implantes dentales, etc.). Precisamente esta 
virtud, que hace que los materiales metálicos sean ideales en situaciones que exigen un 
cierto nivel de propiedades mecánicas, se convierte en otro inconveniente muy importante 
en su aplicación como andamios óseos. Y en esta ocasión, el Ta no es una 
excepción. Cuando se implanta una pieza estructural en el cuerpo humano con un módulo 
elástico excesivamente alto, es decir, que presenta una rigidez mucho mayor a la del hueso, 
al realizar una carga sobre el conjunto implante-hueso toda ella es soportada por el 
implante. Consecuentemente, el cuerpo advierte que el hueso ya no realiza ninguna función 
debido a la falta de carga o solicitaciones. Esto provoca la reabsorción del tejido óseo. Este 
fenómeno se conoce como apantallamiento de tensiones y tiene una gran repercusión, ya 
que la prótesis a largo plazo queda desprovista de sujeción. En ese momento se pueden 
producir fallos de funcionamiento que requieren de posteriores intervenciones, hasta el 
punto de ser necesaria la retirada del implante. Para minimizar esta pérdida de masa ósea 
por falta de solicitaciones se pretende que trabajen en conjunto hueso e implante. Para ello 
el módulo elástico de ambos materiales ha de ser lo más parecido posible.  
Para comprender mejor este problema y su solución se hará un breve repaso a la estructura 
y propiedades del hueso humano a nivel macroscópico. Así se podrá entender cómo debería 
ser el biomaterial implantado para evitar el problema del apantallamiento de tensiones. 
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2.2.1.1.  El hueso humano 
A pesar de su complejidad, el conocimiento del comportamiento mecánico del material 
óseo es fundamental a la hora de abordar el estudio de las actuales prótesis, ya que la clave 
para que éstas no presenten problemas en su funcionamiento consiste en que el 
comportamiento mecánico del conjunto prótesis-hueso sea similar al del hueso por sí 
mismo (Rincón et al., 2004). 
El interés en este punto se centrará en conocer sucintamente la composición del hueso y la 
distribución de sus componentes con el objetivo de asimilar sus propiedades y poder 
reproducirlas en el implante en cuestión.  
Como otros tejidos conectivos, el tejido óseo consiste de células y una matriz orgánica 
extracelular de fibras y sustancias básicas producidas por las células. Lo que lo hace 
especial es el alto contenido en materiales inorgánicos. Mientras que esta componente 
inorgánica hace el tejido duro y rígido, la componente orgánica le da al hueso su 
flexibilidad y resiliencia (Nordin y Frankel, 2001).   
La parte mineral del hueso es principalmente hidroxiapatita. Esta componente inorgánica 
representa entre un 65% y un 70% del peso seco del hueso (Nordin y Frankel, 2001). Tiene 
dos funciones esenciales: confiere al hueso gran parte de su resistencia y rigidez, y sirve de 
reserva de iones esenciales, particularmente calcio. La resistencia mecánica que aporta la 
componente inorgánica es principalmente resistencia a compresión (Biología ósea, 
http://bibing.us.es/proyectos/abreproy/4303/fichero/ proyecto%252F2%252Fcapitulo2.pdf). 
De la resistencia a tracción es responsable la componente orgánica, que además aporta 
flexibilidad y le da forma al hueso. Representa alrededor del 30% de su peso seco (Nordin y 
Frankel, 2001) y está constituida por un 90% de colágeno y un 10% que incluye 
proteoglicanos y proteínas no colágenas (Biología ósea, http://bibing.us.es/ 
proyectos/abreproy/4303/fichero/proyecto%252F2%252Fcapitulo2.pdf).  
El agua es bastante abundante en el hueso vivo, contando hasta con un 25% de su peso total 
(Nordin y Frankel, 2001). Se encuentra formando parte de la médula ósea que rellena los 
poros, o bien contenida en el tejido, en este caso ligada al colágeno. El hueso recién 
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formado, denominado osteoide, está constituido principalmente de componente orgánica y 
agua, atrapada entre el colágeno. Ésta es sustituida por mineral de forma progresiva, en el 
proceso denominado mineralización ósea (Biología ósea, 
http://bibing.us.es/proyectos/abreproy/4303/fichero/proyecto%252F2%252Fcapitulo2.pdf). 
La clasificación más habitual para diferenciar los distintos tipos de tejido óseo se hace en 
base a su distinta porosidad. De esta manera se habla de hueso compacto o cortical, para 
hacer referencia a un hueso con una porosidad baja, y de hueso esponjoso o trabecular, para 
describir un hueso con una porosidad más elevada. En la figura 2.2, mostrada a 
continuación, se hace evidente la diferencia entre las dos estructuras. 
 
 
Figura 2.2. Detalle de los huesos compacto y esponjoso    Fuente: internet 
 
En la parte superior de la imagen se aprecia un detalle del hueso esponjoso, constituido 
por un conjunto de placas y barras de tejido mineralizado y duro que se conocen con el 
nombre de trabéculas. De ahí que también se conozca este tipo de estructura como 
hueso trabecular. Estas trabéculas están conectadas entre sí, y con el objetivo de resistir 
las cargas a las que está sometido el hueso se alinean en las principales direcciones de 
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tensión, dejando poros entre ellas que quedan ocupados por médula ósea. La porosidad 
de este hueso esponjoso oscila entre un 75% y un 95% del volumen total. Es el 
principal constituyente del interior de la mayor parte de los huesos, así como de las 
epífisis, que es el nombre con el que se conocen los extremos o terminaciones de 
huesos largos como el húmero (Biología ósea, http://bibing.us.es/proyectos/abreproy/ 
4303/fichero/proyecto%252F2%252Fcapitulo2.pdf). 
En la parte inferior de la imagen se puede observar el aspecto que tiene el hueso cortical, 
mucho más compacto, ya que su porosidad puede variar entre un 5% y un 10% del volumen 
de hueso. Constituye el 80% del esqueleto humano y la parte externa de todos los huesos 
del cuerpo (Biología ósea, http://bibing.us.es/proyectos/abreproy/ 
4303/fichero/proyecto%252F2%252Fcapitulo2.pdf).  
Esta arquitectura del tejido óseo le confiere unas propiedades mecánicas que distan mucho 
de las que se encuentran en el tántalo macizo o en cualquier otro metal. Las curvas 
esfuerzo-deformación representadas en la figura 2.3 permiten apreciar de forma rápida este 
hecho. El metal exhibe la pendiente más pronunciada de los tres materiales y es, por tanto, 
el más rígido. Presenta también un largo recorrido en la región plástica típico de un material 
dúctil. El vidrio, un material frágil, muestra una curva con un tramo elástico perfectamente 
lineal pero que falla de forma repentina sin apenas deformación. El hueso presenta una 
curva que habla de un material que se comporta elásticamente en un primer momento, con 
una cierta rigidez, para pasar posteriormente por un tramo plástico en el que se deforma 
antes de sufrir la fractura final.  
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Figura 2.3. Curvas esfuerzo-deformación    
Basic Biomechanics of the Musculoskeletal  
System, M. Nordin & V.H. Frankel          
 
Como ya se ha comentado, es necesario que el implante tenga un módulo de elasticidad 
similar al del hueso. Ya se ha visto en la imagen anterior la diferencia entre las pendientes 
de los tramos elásticos de un metal y del tejido óseo. Esto permite predecir que los valores 
del módulo de Young de ambos materiales van a ser muy diferentes.   
Es muy complicado asignar valores a las propiedades mecánicas del hueso y muchos 
estudios así lo manifiestan. Además, existe una dispersión considerable entre los valores 
obtenidos, ya sea debido al diferente comportamiento mecánico que presentan huesos 
distintos, o por diferencias en el planteamiento de las hipótesis simplificativas aplicadas en 
los distintos ensayos por distintos autores (Rincón et al., 2004). Aún así, se puede 
considerar que el hueso cortical tiene un módulo de elasticidad que oscila entre 13 y 20 
GPa, en función de variables como el hueso en cuestión y la dirección en la que se aplica la 
carga. En el hueso esponjoso existe más dispersión, obteniéndose valores del módulo 
elástico que varían entre aproximadamente 10 MPa y 2 GPa. Estas diferencias pueden 
explicarse claramente atendiendo a las distintas estructuras de los dos tipos de hueso. El 
hueso cortical, mucho más compacto, presenta una rigidez mayor que la del hueso 
trabecular, en el cual la porosidad alcanza valores de hasta un 95%. Sin lugar a dudas, estos 
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niveles son en gran medida la causa de unos valores del módulo de Young tan pequeños. 
Más aún si los comparamos con el tántalo, que tiene un módulo de elasticidad de 186 GPa. 
Es obvio que esta desigualdad va a provocar que el sistema hueso-prótesis no trabaje como 
si de un único material se tratase, sino que va a ser el metal el que va a hacer de sostén de 
las diferentes cargas. Como el hueso dejará de estar exigido, el cuerpo entenderá que su 
presencia no es necesaria y lo reabsorberá. Se producirá el efecto conocido como 
apantallamiento de tensiones. 
Ahora bien, este problema se puede solventar. Existe una estructura de tántalo que permite 
obtener propiedades mecánicas similares entre ambos materiales. En el siguiente punto se 
verá cómo se puede asemejar la estructura del tántalo a la del hueso para que ambos 
trabajen conjuntamente. 
2.2.1.2.  Materiales metálicos porosos. El tántalo trabecular 
Como se ha comprobado, el Ta y el hueso humano tienen propiedades mecánicas muy 
diferentes. Se ha visto que los módulos de elasticidad del hueso difieren en uno o dos 
órdenes de magnitud, en función del hueso en cuestión y de las características del ensayo.  
En el apartado anterior se adelantaba que ya existe solución al problema del 
apantallamiento de tensiones. Se puede crear una estructura metálica de tántalo con unas 
propiedades mecánicas similares a las del tejido óseo. La idea es elaborar un andamio 
metálico con una porosidad similar a la del hueso trabecular. De esta manera, después de 
que se haya hecho un repaso por el diseño y propiedades del hueso, es fácil entender que la 
idea de un andamio poroso resulte muy atractiva para lograr que un implante metálico 
tenga éxito. La rigidez disminuirá respecto a su estructura maciza y mecánicamente se 
parecerá más al hueso que tiene que sustituir. Puede parecer que la dificultad ahora estriba 
en encontrar la manera para producir este material tan especial. Es cierto que si bien las 
características altamente biocompatibles e inertes del tántalo se documentaron hace mucho 
tiempo, su coste y métodos de producción limitaron su uso hasta finales de la década los 90. 
Más ardua todavía sería la tarea de producir una estructura porosa con este metal.  Sin 
embargo, y como ya se ha adelantado, estos materiales ya existen. Y no sólo eso, sino que 
se pueden encontrar en una amplia variedad de aplicaciones ingenieriles, 
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fundamentalmente debido a sus buenas propiedades mecánicas, flexibilidad de diseños y 
elevada reproducibilidad. Se encuentran, por ejemplo, en la industria química como filtros, 
en edificaciones formando parte de intercambiadores de calor o como materiales aislantes. 
O más recientemente, dentro del cuerpo humano como parte de huesos o como scaffolds 
(pequeñas piezas porosas) típicos de la ingeniería de tejidos. Estos andamios o scaffolds, 
mediante la adhesión de células a su superficie a través de un proceso previo de cultivo y su 
crecimiento posterior, son usados como implantes para lograr la curación de grandes huesos 
catastróficamente dañados.  
En su aplicación como implante, el metal poroso ideal tendría una estructura de porosidad 
abierta y elevada, y la microestructura se asemejaría a la del hueso esponjoso. Además, 
presentaría unas características de fricción elevada y tendría un módulo elástico también 
similar al del hueso. Esto lo haría más compatible biológicamente, dando como resultado 
un aumento de los niveles de crecimiento de tejido óseo en el implante (Nouri et al., 2010). 
En base al resultado clínico y la evidencia histológica de los implantes recuperados, está 
claro que las superficies porosas apoyan el crecimiento de tejido, y además, son 
generalmente eficaces para complementar la estabilidad del implante mediante fijación 
biológica (Bobyn et al., 1999). Desafortunadamente, la porosidad reduce propiedades 
mecánicas tales como la resistencia a la compresión y la resistencia a la corrosión 
(Dabrowski et al., 2010). 
Así pues, la porosidad y el tamaño de poro de estas estructuras juegan un papel crítico en la 
formación de hueso in vitro e in vivo. In vitro, una porosidad más baja estimula la 
osteogénesis. Por el contrario, in vivo, una mayor porosidad y un tamaño de poro más 
grande dan como resultado un mayor crecimiento del hueso. El  inconveniente es que un 
aumento de estas variables supone que las propiedades mecánicas se vean disminuidas, 
estableciendo así un límite funcional superior para el tamaño de poro y la porosidad 
(Karageorgiou y Kaplan, 2005). Se debe alcanzar, por tanto, un equilibrio entre la tasa de 
remodelación del hueso y las propiedades mecánicas del material del andamio. Este 
equilibrio dependerá del caso que se esté tratando.  
Sobre la base de los primeros estudios, el tamaño mínimo recomendado de poro para un 
andamio era de 100 m debido al tamaño de la célula, los requisitos de migración y el 
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transporte (Hulbert et al., 1970). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado mejor 
osteogénesis para los implantes con poros superiores a 300 m (Kuboki et al., 2001, 
Tsuruga et al., 1997 y Gotz et al., 2004). Los poros relativamente grandes favorecen la 
osteogénesis directa (osificación intramembranosa), ya que permiten una vascularización y 
una oxigenación elevadas. Los poros más pequeños producen osificación endocondral 
(previa formación de cartílago), aunque el tipo de crecimiento del hueso depende del 
biomaterial y la geometría de los poros.  
Habrá, por tanto, un límite superior de porosidad y de tamaño de poro establecido por 
limitaciones asociadas con las propiedades mecánicas. Un aumento del volumen hueco se 
traduce en una reducción de la resistencia mecánica del andamio, que puede ser crítica para 
la regeneración de los huesos que soportan carga. La medida en que el tamaño de poro se 
puede aumentar mientras se mantienen los requisitos mecánicos depende de muchos 
factores, incluyendo la naturaleza del biomaterial y las condiciones de procesamiento 
utilizadas en su fabricación (Karageorgiou y Kaplan, 2005). Además, es recomendable que 
en los scaffolds convivan macroporosidad (tamaño de poro >100 m) y microporosidad 
(tamaño de poro < 20 m), y que los poros estén interconectados. Cuando esto ocurre 
pueden funcionar mejor que aquellos andamios con una red únicamente macro o 
microporosa (Woodard et al., 2007).  
A continuación, se muestra una imagen con las estructuras del hueso trabecular y del 
tántalo poroso. Resulta evidente la semejanza que hay entre ambas. 
Figura 2.4. Estructuras del hueso trabecular (izquierda) y del Ta poroso (derecha) 
(Bobyn, et al. 1999) 
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Las espumas de Ta utilizadas para aplicaciones biomédicas tienen un módulo elástico entre 
2,5 y 3,9 GPa (Levine et al., 2006), similar al del hueso esponjoso. Esto hace que se alargue 
la vida útil del implante, ya que se evita el apantallamiento de cargas y la reabsorción del 
hueso. Una clasificación importante de los metales porosos, o espumas metálicas, es la que 
los diferencia entre aquéllos que presentan una estructura de poro abierta y los que, por el 
contrario, tienen una estructura de poro cerrada. Dentro de las espumas de poro cerrado 
cada cavidad está completamente cerrada por una pared delgada o membrana de metal, 
mientras que en las espumas de poro abierto las cavidades individuales están 
interconectadas, permitiendo que el tejido penetre en el material y quede anclado de forma 
estable en una posición (Ryan et al., 2006). La interconectividad de los poros es, por tanto, 
otro punto clave en el diseño de estos materiales. 
Desde el punto de vista mecánico y físico, un Ta poroso con estas características debería ser 
un buen material en situaciones que requieran una sustitución ósea o una implantación de 
prótesis articulada. De hecho, en la última década, el desarrollo de metales porosos y 
revestimientos para la osteointegración ha sido tan importante que ha revolucionado el 
campo de la ortopedia, particularmente en lo referente a las reconstrucciones totales de 
articulaciones (Matassi et al., 2013). 
 
Trabecular Metal 
En este estudio se ha trabajado con estructuras porosas de tántalo suministradas por la 
empresa Zimmer. El nombre comercial de este material es Trabecular Metal. A 
continuación, pasan a detallarse las especificaciones que han hecho de él un importante 
recurso en aplicaciones biomédicas. Para obtener este material tan especial, Zimmer utiliza 
un proceso de deposición térmica en el cual el tántalo elemental se deposita desde una fase 
vapor sobre un esqueleto de carbono. Mediante esta técnica consiguen reunir un conjunto 
de propiedades que hacen de Trabecular Metal un material único. 
 Propiedades físicas de Trabecular Metal. Este novedoso material consiste en una 
estructura tridimensional abierta de Ta metálico elemental. Cuenta con una 
porosidad de hasta el 80%, permitiendo aproximadamente 2-3 veces mayor 
crecimiento interno del hueso si se compara con revestimientos porosos 
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convencionales, y el doble de resistencia a cizalla en la interfase (Bobyn et al., 
1999). 
Para fabricar Trabecular Metal se emplean técnicas de deposición de vapor que 
crean una configuración de puntales metálicos similar al hueso trabecular. La 
microtextura cristalina resultante (Figura 2.5) favorece la aposición directa de hueso 
(Bobyn et al., 1999). 
 
Figura 2.5. Topografía de la superficie de puntales de Trabecular Metal 
Trabecular Metal Technology 
El tántalo elemental une la fuerza y la resistencia a la corrosión con una excelente 
biocompatibilidad. Estas características ayudan a explicar el uso quirúrgico de 
tántalo durante más de 50 años en aplicaciones tales como placas en cráneoplastias 
y cables de marcapasos (Black, 1994). 
 Propiedades mecánicas. Trabecular Metal posee una alta relación resistencia-peso, 
con propiedades mecánicas capaces de soportar la carga fisiológica. La resistencia a 
la compresión y el módulo de elasticidad son más similares al hueso que la que 
ofrecen otros materiales protésicos que soportan cargas (Bobyn et al., 1999). La 
baja rigidez de este material facilita la transferencia de carga fisiológica y ayuda a 
minimizar el apantallamiento de tensiones.  
En la siguiente imagen se ve una comparativa entre el módulo elástico de diferentes 
materiales. Se puede comprobar que el valor 3 GPa de Trabecular Metal se 
encuentra en el intervalo que se dio anteriormente para las espumas de Ta. Se 
aprecia también la similitud entre la rigidez de TM y la del hueso esponjoso. 
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Figura 2.6. Comparativa entre el módulo de Young de distintos materiales 
The best thing next to bone, www.zimmerdental.com 
Los puntales de Trabecular Metal generan un coeficiente de fricción con el hueso 
que es un 76% mayor que en un recubrimiento granular sinterizado (Fitzpatrick et 
al., 1997). Esto ayuda a estabilizar inmediatamente el implante después de su 
colocación (Data on file with Zimmer Dental Inc.). 
 
                 Figura 2.7. Trabecular Metal forma una interfaz de fricción con el hueso 
The best thing next to bone, www.zimmerdental.com 
De hecho, se consiguen valores del coeficiente de fricción entre TM y el hueso 
trabecular superiores al medido entre el hueso cortical y el hueso trabecular. 
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Figura 2.8. Valores del coeficiente de fricción 
 www.zimmerdental.com 
En un ensayo de compresión, el Ta poroso de Zimmer demuestra una alta ductilidad 
sin que se produzca fallo mecánico. Además, la resistencia en este ensayo es 
superior a la del hueso esponjoso, lo cual le permite soportar holgadamente las 
cargas fisiológicas. La figura siguiente muestra este hecho. 
 
 
Figura 2.9. Ductilidad sin fallo mecánico y comparativa de la resistencia a compresión 
(valores en MPa) de TM y los huesos cortical y trabecular. 
The best thing next to bone, www.zimmerdental.com 
Este compendio de propiedades físicas y mecánicas tan parecidas al hueso, contribuyen a 
que éste se infiltre en el material Trabecular Metal de forma prometedora. Un estudio de un 
implante transcortical en un animal demostró que el tejido óseo se infiltró rápidamente en 
la estructura (Bobyn et al., 1999). Sólo 8 semanas después de la cirugía había crecido y 
rellenado la mayor parte de la porosidad del material. A las 4 semanas, la resistencia a 
cizalla de la interfaz hueso-metal era el doble que la obtenida en recubrimientos 
sinterizados. 
Además, en agujeros preparados en hueso cortical canino se observó que el hueso nuevo 
crece de forma comparable cuando hay presencia de implantes de TM (figura 3.8, arriba) y 
cuando no la hay (figura 2.10, abajo). Se puede observar que en 8 semanas el hueso llena la 
mayor parte del espacio disponible de los poros. 
The best thing next to bone, www.zimmerdental.com 
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Figura 2.10. Relleno de hueso nuevo en agujeros de cortical canino 
The best thing next to bone, www.zimmerdental.com 
De acuerdo con un reciente estudio universitario, el tántalo, que es el ingrediente principal 
de los implantes de Trabecular Metal, ha demostrado comportarse significativamente 
mejor en imágenes de resonancia magnética que el titanio común. 
Es más, el tántalo elemental es también el metal disponible más biocompatible, con una 
baja antigenicidad que minimiza el riesgo de respuesta inmunológica. 
Con cualidades como éstas, no es de extrañar que el material Trabecular Metal se haya 
utilizado en aplicaciones médicas desde la década de 1940, para implantes que van desde 
placas craneales hasta clips vasculares o cables para marcapasos. Y desde 1995, se ha 
utilizado con éxito en más de 100.000 cirugías ortopédicas, lo que demuestra un notable 
éxito en diversas aplicaciones de hueso y tejidos blandos. 
The best thing next to bone, www.zimmerdental.com 
2.2.2. El recubrimiento 
Como ya se ha comentado anteriormente, la propuesta de este trabajo es una posible 
solución al problema de las infecciones asociadas con los biomateriales. Para ello se quiere 
recubrir el implante de Ta con un polímero reabsorbible en el que se incorporará el agente 
antimicrobiano. 
Los polímeros forman una clase versátil de biomateriales que han sido ampliamente 
investigados para aplicaciones médicas y afines. Esta versatilidad se puede atribuir a la 
flexibilidad inherente en su síntesis y en su modificación, lo que permite emparejar sus 
propiedades físicas y mecánicas a las de los diversos tejidos u órganos del cuerpo. El 
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desarrollo de biomateriales poliméricos puede ser considerado como un proceso evolutivo. 
Los informes sobre las aplicaciones de los polímeros naturales como biomateriales se 
remontan a miles de años. Sin embargo, la aplicación de los polímeros sintéticos en 
medicina es un fenómeno más o menos reciente. El uso de biomateriales poliméricos como 
los conocemos hoy en día se inició en la década de 1940, durante la Segunda Guerra 
Mundial. Uno de los primeros intentos fue el uso del polímero sintético bioestable 
polimetilmetacrilato (PMMA) como sustituto artificial de la córnea. Alentados por los 
éxitos iniciales, los cirujanos empezaron a utilizar polímeros en una gran variedad de 
situaciones, como en dispositivos en contacto con la sangre, reemplazos de articulaciones 
de cadera, y como lentes intraoculares. Sin embargo, en la mayoría de estos casos, los 
médicos se limitaron a utilizar materiales que en general se desarrollaron inicialmente para 
otras aplicaciones. 
Durante la segunda mitad del siglo XX, los científicos en materiales comenzaron los 
intentos para desarrollar nuevos materiales poliméricos o para modificar los ya existentes, 
de forma que pudieran exhibir biocompatibilidad y propiedades mecánicas adecuadas para 
aplicaciones biomédicas específicas. Además, los recientes avances en biotecnología y 
farmacéutica abrieron en el campo biomédico nuevas fronteras que exigían materiales con 
bioactividad, biocompatibilidad, y en muchos casos, que tuvieran una existencia temporal. 
Esta presencia temporal es muy adecuada en aplicaciones in vivo, tales como los sistemas 
de administración de fármacos o la remodelación de tejidos dañados. El uso de polímeros 
bioestables no es conveniente para estas aplicaciones, ya que en la mayoría de los casos se 
debe realizar una segunda intervención para extraer el implante y solventar así los 
problemas de falta de biocompatibilidad a largo plazo. Esto condujo a la búsqueda de 
nuevos polímeros biodegradables como candidatos para diversas aplicaciones médicas que 
requieren existencia transitoria del material. Kulkarni introdujo en los años 60, el concepto 
de material bioabsorbible (Kulkarni, 1965). Estos materiales tienen la capacidad de ser 
compatibles con el tejido y de degradarse cierto tiempo después de ser implantados, dando 
lugar a productos que no son tóxicos y pueden ser eliminados o metabolizados por el 
organismo. Generalmente, este grupo está representado por los polímeros biodegradables, 
aunque existen ciertos materiales cerámicos los cuales también son reabsorbibles. 
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2.2.2.1.  Polímeros biodegradables 
Los polímeros biodegradables son aquellos que se degradan in vitro e in vivo, ya sea en 
productos que son metabolitos normales del cuerpo o en productos que pueden ser 
completamente eliminados del organismo con o sin más transformaciones metabólicas. 
La llegada de los polímeros biodegradables ha influido significativamente en el desarrollo y 
rápido crecimiento de diversas tecnologías en la medicina moderna. Se utilizan cuando es 
necesario que el biomaterial desempeñe una función de forma temporal en aplicaciones 
como suturas, andamios para la regeneración de tejidos, adhesivos tisulares, hemostáticos, y 
barreras transitorias, así como en sistemas de administración de fármacos. Cada una de 
estas aplicaciones exige materiales con un conjunto muy concreto de propiedades físicas, 
químicas, biológicas y biomecánicas para proporcionar una terapia eficaz. En 
consecuencia, se ha investigado una amplia gama de polímeros degradables, tanto naturales 
como sintéticos, que puedan ser utilizados para estas prácticas. Los requisitos de estos 
polímeros es que sean biocompatibles, tanto ellos como los productos de degradación que 
generan.  
Hay un punto clave en todas las aplicaciones de polímeros biodegradables. Se trata del 
ajuste de la cinética de degradación del polímero con la velocidad de recuperación del 
tejido. El problema es evidente si la degradación del polímero es más rápida que la 
recuperación de la función tisular. Una degradación más lenta no es tan grave, pero es 
importante que el polímero se degrade. 
Los primeros polímeros degradables desarrollados y los más comúnmente utilizados son los 
obtenidos a partir del ácido poliglicólico (PGA) y del ácido poliláctico (PLA), los cuales 
han encontrado una multitud de usos en la industria médica, comenzando con las suturas 
biodegradables que fueron aprobadas en 1960. Desde entonces se han desarrollado 
numerosos dispositivos basados en PGA y PLA. Sin embargo, en el empleo de estos 
polímeros en el diseño de suturas y mallas quirúrgicas, a menudo se han encontrado con 
varios problemas. Los más destacables son la inducción de respuesta inflamatoria, pobre 
crecimiento celular y una curación incompleta. Otros polímeros, como la polidioxanona, el 
politrimetilencarbonato en forma de copolímeros y homopolímeros y copolímeros de 
poli(e-caprolactona), también han sido aceptados como materiales de uso biomédico. 
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Adicionalmente a estos materiales, se encuentran los polianhídridos, los poliortoésteres y 
otros que actualmente se encuentran bajo investigación. 
La aplicación que interesa en este caso es la de biopolímeros que se utilizan para modificar 
la liberación de fármacos. Se busca la dosificación del medicamento a través de la matriz 
polimérica en flujos dentro de su ventana terapéutica. Esto conlleva a la reducción de 
efectos adversos por fluctuación en las concentraciones plasmáticas del fármaco y la 
disminución del número de dosis necesarias del medicamento (Sáez, Hernández y Angulo, 
2004; Lastres, 2002). 
Según el mecanismo empleado por los biopolímeros para controlar la liberación del 
medicamento, los sistemas de administración de fármacos se pueden clasificar en: 
 
- Sistemas de liberación controlada por difusión. La difusión del fármaco 
es regulada por el biopolímero desde el sistema terapéutico hacia su exterior 
formando una membrana que rodea el fármaco, creando un reservorio (Langer y 
Peppas, 1981; Thacharodi y Panduranga, 1996; Peppas y Wright, 1998). Se 
emplean polímeros como el polidimetilsiloxano o copolímeros de EVA. 
- Sistemas de liberación controlada por activación de solvente. En estos 
dispositivos la velocidad de liberación del fármaco es controlada por la 
velocidad de difusión del agua hacia su interior. El sistema polimérico puede 
hincharse, generando canales o poros para la salida del fármaco, o en otros casos 
impulsarlo por un sistema osmótico, como en el caso de la bomba osmótica, que 
emplea membranas rígidas semipermeables a base de acetato de celulosa 
(Santus y Baker, 1995; Özdemir y Sahin, 1997). 
- Sistemas de liberación controlada por reacción química o enzimática. 
La liberación del fármaco está controlada por una reacción química de tipo 
hidrolítico o enzimático. En este caso los polímeros biodegradables están 
constituidos principalmente por monómeros biocompatibles que se eliminan del 
organismo por rutas fisiológicas convencionales sin generarle alteraciones 
homeostáticas (Langer y Peppas, 2003). La erosión puede ser superficial o en 
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todo el volumen del polímero (figura 2.11). Un ejemplo es el copolímero de 
polianhídrido denominado polifeprosan 20, que consiste de una relación molar 
20:80 de poli (bis-(p-carboxifenoxi) propano: ácido sebácico y que se usa para 
controlar la liberación de carmustina (1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea, ó 
BCNU). 
 
Figura 2.11. Esquema que representa las formas de erosión (Lloyd y Swarbrick, 2001) 
 
- Sistemas de liberación controlada por el ambiente fisiológico. Algunos 
polímeros han recibido la denominación de “inteligentes” (Peppas, 2004) por 
responder súbitamente a modificaciones de las condiciones físicas o químicas en 
el ambiente con cambios pronunciados en sus propiedades. Cuando se da un 
estímulo físico, químico o bioquímico concreto, el polímero reacciona liberando 
el fármaco. Los materiales con estas propiedades son polímeros como la poli(N-
isopropilacrilamida) (PMIPAA), copolímeros tribloque biodegradables de poli 
(etilenglicol-b-(DL-ácido láctico-co-ácido glicólico)) (PEG-PLGA-PEG y 
PLGA-PEG-PLGA), polímeros como el quitosano o hidrogeles de ácidos 
acrílicos. 
- Sistemas de liberación particulados. El tamaño de la partícula es 
determinante en la velocidad de disolución, de forma que cuanto menor sea su 
tamaño, mayor será el área superficial disponible para la disolución. En el 
diseño de los novedosos sistemas de liberación modificada se cuenta con: (i) 
microcápsulas, ii) microesferas, (iii) conjugados de biopolímeros-proteínas o 
biopolímeros-fármacos, (iv) micelas poliméricas, para transportar fármacos poco 
solubles y (v) liposomas. Los polímeros más utilizados son el PEG, el PLA, el 
PGA y sus copolímeros (PLGA). 
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- Empleo de polímeros estrella. Los polímeros estrella corresponden a una 
nueva generación de estructuras poliméricas altamente ordenadas y ramificadas 
de construcción arborescente, con monodispersión de tamaños. Su arquitectura 
estructural presenta tres componentes básicos bien definidos: un cuerpo, una 
cápsula interior y grupos funcionales terminales, que permiten adecuar estos 
sistemas para aplicaciones a la medida de las necesidades del paciente. Entre los 
más utilizados están los dendrímeros, como las poli (amidoaminas) (PAMAM) 
(Tomalia y Frechet, 2005; Tomalia, 2005).  
2.2.2.2.  Polihidroxialcanoatos (PHA’s) 
Como se comentaba en el punto anterior, algunos de los polímeros degradables más 
ampliamente utilizados son los obtenidos a partir del PLA y del PGA. Los resultados 
clínicos son prometedores, pero ya se ha explicado que se han encontrado varios problemas 
que deben ser considerados. Los esfuerzos encaminados a hacerles frente contemplan la 
utilización de otros polímeros biodegradables que favorezcan el crecimiento de las células 
óseas, y con ello, la función de los dispositivos implantados. Entre los polímeros 
biodegradables estudiados, los polihidroxialcanoatos (PHA’s), producidos de forma natural 
por varios microorganismos, han despertado un gran interés para su uso en aplicaciones 
dentro de la ingeniería tisular (Hui Liu, et al., 2008). 
El aporte más novedoso de este estudio se centra en la utilización de estos PHA’s para 
recubrir el Ta y funcionar como sistema de administración del fármaco. Estos 
polihidroxialcanoatos son poliésteres alifáticos naturales que se sintetizan biológicamente y 
se almacenan en el citoplasma de la célula como reserva de carbono y energía en forma de 
cuerpos insolubles (Sudesh et al., 2000). Estos cuerpos están constituidos por al menos un 
millar de cadenas de polímero, cada una formada por unidades repetidas de diversos 
hidroxiácidos (Figura 7). Muchas bacterias los sintetizan bajo condiciones específicas de 
agotamiento de nutrientes y en presencia de un exceso de la fuente de carbono. Cuando se 
restablece el suministro del nutriente limitante, el PHA puede ser degradado por 
despolimerasas intracelulares y posteriormente metabolizado como fuente de carbono y 
energía. En menor grado, su función está relacionada con ciertos mecanismos enzimáticos 
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en las células (Lee 1996a, Chen 2010). Los PHA’s difieren ampliamente entre ellos en su 
estructura y propiedades, dependiendo del organismo productor, de las condiciones de 
biosíntesis y de la fuente de carbono utilizada en el proceso de producción (Volova 2004, 
Valappil 2007, Chen 2009).  
 
Figura 2.12. Estructura general del PHA (Lee, 1995) 
Ya se ha aclarado que los PHA’s se acumulan dentro del microorganismo en forma de 
cuerpos o gránulos. Inicialmente, se pensó que el biopolímero tenía un carácter cristalino 
dentro de los gránulos, lo que explica la fragilidad de algunos PHA’s, especialmente del 
polihidroxiburirato (PHB). Sin embargo, más tarde se demostró mediante resonancia 
magnética nuclear que se trata de un bulk amorfo y móvil, que cristaliza inmediatamente en 
el proceso de extracción (Koller, 2010b). Debido a su baja solubilidad y su alto peso 
molecular, los PHA’s no causan un aumento en la presión osmótica y son, por lo tanto, 
compuestos de almacenamiento ideales. 
De los PHA’s disponibles, el PHB y el copolímero polihidroxibutirato-valerato (PHBV) son 
los más ampliamente estudiados como biomateriales, tanto bajo condiciones in vitro como 
in vivo. Doyle et al. demostraron que los dispositivos basados en PHB favorecían una 
respuesta adecuada del tejido óseo, sin evidencia de inflamación crónica durante períodos 
de implantación de 12 meses. Sin embargo, uno de los inconvenientes graves del PHB es su 
fragilidad. Se ha conseguido mejorar este aspecto mediante mezcla de PHB con otros 
polímeros naturales o sintéticos, así como sintetizando copolímeros de PHB escogiendo la 
fuente de carbono apropiada durante la fermentación. De esta forma se han obtenido 
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mejoras en las propiedades mecánicas y biológicas, y se ha logrado una fabricación exitosa 
del producto final. Además, los copolímeros PHBV poseen características deseables tales 
como una baja inmunogenicidad y ausencia de toxicidad para los tejidos vivos. Se ha 
probado que los copolímeros de PHBV apoyan el crecimiento celular de fibroblastos a tasas 
similares al observado en las esponjas de colágeno. También se ha demostrado un aumento 
de la adhesión y del crecimiento celular de osteoblastos en una matriz de PHBV 
modificado con colágeno (Hui Liu, et al., 2008). 
A continuación, se repasan brevemente las ventajas que ofrecen los polihidroxialcanoatos 
frente a otros polímeros, y que han motivado un interés especial para que sean tenidos en 
cuenta en la realización de este trabajo: 
Biodegradabilidad. Esta característica es típica en los productos sintetizados 
biológicamente. Debido a su biodegradabilidad, los PHA’s se pueden utilizar como 
sistemas para la liberación controlada de fármacos. Además, su degradación es más lenta 
que la de otros polímeros también empleados en dicha aplicación, como el PLA o el PGA. 
Esto permite una liberación más prolongada del antibiótico y disminuye la probabilidad de 
infección.  
Independencia de la industria petrolera. Debido al hecho de que los PHA’s se producen a 
partir de recursos renovables, no son directamente dependientes de la disponibilidad de 
materias primas fósiles. Esta es una gran ventaja sobre los polímeros derivados del petróleo 
a causa de la crisis actual en relación con las reservas de crudo y los problemas económicos 
consecuentes (Ariffin et al., 2010; Koller et al., 2010a).  
Biocompatibilidad. Ya se ha tratado esta propiedad como aquella que presentan los 
materiales biológicamente compatibles al no producir una respuesta tóxica, perjudicial o 
inmunológica en el tejido vivo. Complejos estudios químico-sanitarios, toxicológicos y 
médico-fisiológicos sobre los PHA’s, realizados con cultivos de células de diversos 
orígenes, así como en experimentos con animales de laboratorio, son indicativos de su 
biocompatibilidad a nivel de células, tejidos y de todo el organismo en general (Zinn et al., 
2001; Valappil et al., 2006). La biocompatibilidad de los PHA’s in vitro se ha demostrado 
en cultivos con  diferentes células (fibroblastos, células madre mesenquimales, 
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osteoblastos, células de médula ósea, condrocitos de cartílago articular, células endoteliales 
y gliales o células de músculo liso) (Chen y Wu, 2005; Xiao et al., 2007). Su 
biocompatibilidad también se ha demostrado in vivo bajo implantación subcutánea 
(Bonartsev et al., 2007; Sun et al., 2007). La poca reacción de los tejidos a películas de 
PHA implantadas indica la alta biocompatibilidad in vivo observada por muchos 
investigadores (Chen y Wu, 2005; Qu et al., 2006; Bonartsev et al., 2007). Por lo tanto, en 
aplicaciones especiales, los PHA’s son superiores a los plásticos convencionales. Además, 
el hecho de ser sintetizados biológicamente les da ventaja sobre polímeros como el PLA o 
el PGA, también empleados en sistemas de liberación de fármacos, pero con mayor riesgo 
de respuesta tóxica para el organismo a causa de ser sintetizados químicamente. 
 
2.2.3. El antibiótico: sulfato de gentamicina 
La gentamicina es un aminoglucósido. La acción bactericida de estos antibióticos se debe a 
dos factores: 
 Inhiben la síntesis proteica: Actúan a nivel de ribosomas en la subunidad 30S 
bacteriana, y por ende, a nivel de síntesis de proteínas, creando porosidades en la 
membrana externa de la pared celular bacteriana.  
 Provocan errores de lectura del ARNm: algunos aminoglucósidos interfieren en la 
traducción cuando se unen a la unidad 30S y provocan errores de lectura del ARN 
mensajero, lo que lleva a que se sintetice una cadena peptídica diferente a la que se 
debería sintetizar. Estas lecturas incorrectas del código genético conlleva la 
formación de  proteínas anómalas. Algunas de estas son proteínas de membrana y el 
resultado es la formación de canales que permiten el ingreso de más drogas a la 
célula. 
 
Figura 2.13. Estructura de la gentamicina 
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La gentamicina tiene un amplio espectro de acción. Es activa sobre todo contra bacterias 
gram-negativas, especialmente Escherichia coli, especies de Proteus, Pseudomonas 
aeruginosa, especies de Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, y especies 
de Staphylococcus (coagulasa-positiva y coagulasa-negativa, incluyendo cepas resistentes 
a penicilina y meticilina). Aunque actúa también contra bacterias gram-positivas, su 
actividad es menor. 
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3. Materiales y metodología 
3.1. Materiales 
3.1.1. El tántalo 
Actualmente se comercializa tántalo en distintas formas y composiciones. Se puede 
encontrar en barras, placas, discos y polvos de diferentes granulometrías. 
En una primera parte de este trabajo se utiliza tántalo macizo en forma de discos. Los 
resultados obtenidos se utilizarán para pasar a un segundo estudio con Ta poroso.  
Tántalo macizo 
El Ta  macizo utilizado en este estudio son discos de 10 mm de diámetro y 1 mm de 
espesor suministrados por la empresa Goodfellow. 
Preparación de las muestras 
El proceso de preparación de las muestras de Ta macizo se divide en 3 etapas. Primero se 
fijan las muestras a un cabezal tal y como se muestra en la figura 3.1. Esto permite trabajar 
con un número elevado de muestras al mismo tiempo. Posteriormente se desbastan y 
seguidamente se pulen. Se debe hacer la selección de paños adecuada. El procedimiento se 
detalla a continuación: 
1. Fijación de las muestras en un cabezal. 
 
Figura 3.1. Cabezal con las muestras fijadas 
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2. Desbastado.  
Una vez las muestras están en el cabezal, se desbastan con la pulidora 
automática Ecomet-4 Buehler (Figura 3.2). No se requiere obtener una 
superficie especular, sino que el proceso se detiene cuando visualmente la 
superficie es regular. Se utilizan paños de carburo de silicio mientras se 
refrigera con agua. Se continúa hasta que se eliminan las rayas y se consigue 
una superficie uniforme. En la tabla 3.1 se presentan los paños empleados. 
  
Figura. 3.2. Ecomet-4 Buehler                       
Es necesario cambiar el paño de desbaste cuando está dañado. La frecuencia 
de cambio va disminuyendo conforme la superficie de las muestras se va 
haciendo más uniforme. 
3. Pulido. 
Para pulir las muestras se utiliza un paño de terciopelo y una suspensión de 
diamante monocristal de 1 l. La fuerza empleada es de 7 libras con una 
velocidad de giro de 100 rpm.  
 
Modelo de paño 
P800 
P2400 
P4000 
Tabla 3.1. Paños de desbaste 
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Tántalo poroso 
Como ya se ha comentado en el apartado 2.2.1.2.  Materiales metálicos porosos. El tántalo 
trabecular, a lo largo de esta investigación se ha trabajado con estructuras porosas de 
tántalo suministradas por la empresa Zimmer y comercializadas con el nombre de 
Trabecular Metal. Las muestras que se han recibido son discos intervertebrales como el de 
la figura 3.3. 
 
Figura 3.3. Disco intervertebral de Ta poroso 
 
Preparación de las muestras 
Para disponer de una mayor cantidad de muestras, se cortan estos discos en secciones de 
entre 3 y 4 mm con una cortadora Isomet-1000 Buehler como la de la figura 3.4. Se utilizan 
discos de diamante para realizar el corte y agua como líquido refrigerante.  
 
Figura 3.4. Cortadora Isomet-1000 Buehler 
 
Después de cortarlas, las muestras de TM no se someten a ninguna otra modificación 
superficial para evitar estropearlas. 
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3.1.2. Los polihidroxialcanoatos 
 
Los tres polímeros utilizados en este estudio pertenecen a la familia de los 
polihidroxialcanoatos (PHA’s). Sus nombres, su abreviatura y su estructura se presentan en 
la siguiente tabla: 
Tabla 3.2. Estructura de los polihidroxialcanoatos estudiados 
Polihidroxialcanoato (PHA) Estructura 
Poli(3-hidroxibutirato) 
PHB 
 
Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) 
PHBV 
 
Poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) 
PHB4HB 
 
 
Los tres PHA’s fueron suministrados por el Instituto de Biotecnología e Ingeniería 
Biomédica de Graz en forma de polvo de polímero. Para su caracterización se han 
empleado las siguientes técnicas:  
- Cromatografía de Permeación en Gel (GPC) 
- Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 
- Espectrometría Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) 
En la metodología se explicarán con más detalle estas técnicas y los resultados obtenidos se 
presentarán en el apartado 4. Resultados y discusión. 
 
Desarrollo   de   recubrimientos antimicrobianos   de polihidroxialcanoatos sobre muestras de tántalo.  
Optimización del recubrimiento en muestras lisas. Primeros estudios en muestras porosas. Pág. 59 
 
 
3.1.3. El sulfato de gentamicina 
El antibiótico empleado para inhibir la adhesión y el crecimiento bacteriano es la 
gentamicina. Ha sido suministrado en forma de sulfato de gentamicina por la empresa 
Sigma-Aldrich. 
 
3.2. Metodología  
3.2.1. Tratamiento termoquímico con hidróxido sódico (NaOH) 
Después de pulir las muestras de tántalo lisas se sometieron a un tratamiento superficial 
mediante ataque alcalino. Este tratamiento se realiza con varias finalidades. En primer lugar 
se busca aumentar la rugosidad superficial para tener más superficie de contacto entre 
sustrato y recubrimiento, por una parte, y entre sustrato y células, por otra. En segundo 
lugar se quiere conseguir una superficie bioactiva que favorezca el crecimiento óseo. Por 
último, se pretende obtener una superficie más hidrófila. 
Antes del tratamiento, las muestras se han limpiado de la siguiente forma:  
Disolvente  Tiempo (min)  Volumen (ml) 
           1.           Acetona                            15                              10 
           2.            Etanol                              15                              10 
           3.            Agua                               15                               10 
 
A continuación se lleva a cabo el procedimiento, consistente en introducir las muestras de 
Ta en un recipiente con una disolución de NaOH, dejando que se ataque la superficie 
durante 24 horas a una temperatura de 60ºC. La concentración de NaOH utilizada es 2M y 
5M.  
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Se recurrirá a la técnica del ángulo de contacto para determinar la afinidad del agua por las 
superficies del tántalo pulido y del tántalo tratado termoquímicamente. Se empleará este 
mismo método para averiguar qué polímero puede presentar una mejor adhesión al sustrato. 
El equipo utilizado es un Contact Angle System OCA (ver figura 3.5). 
 
Figura. 3.5. Contact Angle System OCA 
 
3.2.2. Caracterización físico-química de los PHA’s 
 
Cromatografía de Permeación en Gel (GPC) 
La  Cromatografía de Permeación en Gel es una técnica empleada en la caracterización del 
peso y estructura molecular de todo tipo de macromoléculas (proteínas, polímeros naturales 
y sintéticos). Consiste en hacer pasar una disolución de polímero o macromolécula a través 
de una columna de gel. Las moléculas pequeñas penetran en los poros de las partículas de 
gel, por lo que necesitan más tiempo para salir de la columna. Las moléculas grandes, en 
cambio, no penetran tan fácilmente en el gel y se mueven con el disolvente a una velocidad 
mayor de elución. Esto hace que salgan antes de la columna (Torres et al., 2014). 
En este estudio se ha recurrido a esta técnica para obtener la distribución de pesos 
moleculares de los 3 polihidroxialcanoatos. A partir de los cromatogramas GPC obtenidos y 
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de los correspondientes datos cromatográficos, se calculan los pesos moleculares promedio 
en número y en masa (Mn y Mw respectivamente) de los 3 polímeros analizados y la 
polidispersidad (PDI) de los mismos. 
En la figura 3.6 se muestra un esquema típico de un equipo GPC. 
 
Figura 3.6. Esquema de un equipo GPC (Raimond B. et al., 1995) 
 
Espectrometría de Infrarrojos con Transformada de Fourier (FTIR) 
El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad física única y, por 
tanto, característica de esa molécula. Así, entre otras aplicaciones, el espectro IR se puede 
usar como “huella dactilar” en la identificación de muestras desconocidas mediante la 
comparación con espectros de referencia. Esta técnica espectroscópica de absorción analiza 
la interacción de los niveles de energía vibracionales de los enlaces covalentes con la 
radiación infrarroja. Por tanto, detecta los enlaces covalentes de las moléculas, es decir, sus 
grupos funcionales. Cada grupo funcional puede dar una o varias absorciones en distintas 
longitudes de onda, dependiendo del tipo de vibración de cada grupo de enlaces. El gráfico 
que se obtiene relacionando radiación transmitida con longitudes de onda se conoce como 
espectro. Existen diferentes técnicas dependiendo del modo de incidencia y recogida de la 
radiación (técnicas de transmitancia, reflectancia,...). En el mercado se encuentran dos tipos 
de espectrofotómetros: los de barrido de doble haz y los de transformada de Fourier. Los 
primeros analizan cada longitud de onda absorbida comparándola con un blanco (que suele 
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ser aire) y la diferencia de transmisión se refleja en una banda o pico en una longitud de 
onda determinada. Los de transformada de Fourier hacen incidir todo el espectro de 
longitudes de onda sobre la muestra varias veces. La radiación transmitida se recoge como 
una señal de interferencias (interferograma) a la que se le aplica la operación matemática 
de la transformada de Fourier para obtener un espectro como tal. La transformada de 
Fourier (o desarrollo en serie de Fourier) del interferograma es el espectro ordinario 
obtenido por aparatos convencionales IR (Serrano J.L, 2007). 
El modo de reconocer un espectro de un compuesto dado es relativamente sencillo. Una 
simple comparación con espectros patrones ya registrados del mismo compuesto permite 
confirmar si se trata de esa molécula. Si lo que se desea es identificar un compuesto del que 
no se tiene información, la forma de proceder es algo diferente. Se debe analizar una por 
una las regiones del espectro en las que aparecen picos con tal de asignarlos a los diferentes 
grupos funcionales. Esto no es complicado debido a que se ha ido acumulando información 
sobre la gama de frecuencias a la que pueden esperarse que absorban los distintos grupos 
funcionales, y se presenta en gráficas de correlación. Se han creado también bases de datos 
espectrales que facilitan la búsqueda y comparación, en ocasiones incluidas en el software 
de algunos aparatos.  
En este caso se ha recurrido a esta técnica para analizar los 3 polímeros suministrados por 
el Instituto de Biotecnología e Ingeniería Biomédica de Graz. Se pretende verificar la 
presencia de la estructura del PHB en los 3 polihidroxialcanoatos mediante la identificación 
de su monómero, el 3-hidroxibutirato (3HB), ya que los picos correspondientes a los 
monómeros 3-hidroxivalerato (3HV) y 4-hidroxibutirato (4HB) no son identificables con 
esta técnica.  
Instrumental y parámetros de análisis 
Los espectros de infrarrojo de transformada de Fourier se obtuvieron en un 
espectrofotómetro FT-IR 4100 de Jasco (Resolución: 1 cm
-1
; Relación 
Señal/Ruido: 22.000:1) equipado con un dispositivo de Attenuated Total Reflectance 
(ATR). Todo el conjunto pertenece al   Departamento de Ingeniería Química de l’Escola 
Tècnica Superior d’Enginyeria Industrial de Barcelona (ETSEIB) (Ver figura 3.7).  
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Figura 3.7. Espectrómetro y dispositivo ATR 
 
Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 
Esta técnica estudia el comportamiento de ciertos núcleos atómicos (aquellos que poseen 
spin nuclear distinto de cero) en presencia de un campo magnético externo. Las 
aplicaciones más importantes para su uso en química orgánica son la espectrometría RMN 
de protones (
1
H) y la de carbono-13. En principio, la RMN es aplicable a cualquier núcleo 
que posea espín.  
El campo magnético aplicado produce un desdoblamiento de los niveles degenerados de 
energía del spin nuclear, de modo que pueden inducirse transiciones entre ellos como 
consecuencia de la absorción de una radiación electromagnética adecuada. La disposición 
de los niveles de energía es una propiedad tanto de los núcleos de una molécula como de su 
entorno electrónico y de las interacciones entre ambos. Así, la intensidad, forma y posición 
de las señales en el espectro de un núcleo determinado están íntimamente relacionadas con 
su estructura molecular, por lo que un análisis detallado del espectro proporciona valiosa 
información acerca de la estructura del compuesto que lo origina. La posición de esas 
señales se conoce como desplazamiento químico y se mide en partes por millón (ppm). 
Suelen referirse a un estándar que acostumbra a ser tetrametilsilano (TMS), al que se le da 
Dispositivo ATR 
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el valor de 0 ppm. El área de las señales, en el caso de la RMN de 
1
H, es proporcional al 
número de núcleos que absorben en esa frecuencia, con lo que puede aplicarse bastante 
bien la ley de Lambert-Beer. El experimento de RMN se suele realizar en disolución con 
disolventes que no contengan los núcleos a analizar, por ejemplo para analizar 'H se utilizan 
líquidos deuterados. 
Se puede obtener mucha información mediante un espectro RMN. Al igual que se utiliza 
la espectrometría de infrarrojos para identificar grupos funcionales, el análisis de un 
espectro RMN unidimensional proporciona información sobre el número y tipo de 
entidades químicas en una molécula (Oleaga y Lafuente, 2006). 
Instrumental y parámetros de análisis 
En este estudio se ha trabajado con espectros de RMN de protón a 300.13 MHz. Se 
obtuvieron con un espectrómetro Bruker AMX-300 del Departamento de Ingeniería 
Química de l’Escola Tècnica Superior d’Enginyeria Industrial de Barcelona (ETSEIB) 
(Ver figura 3.8). Se realizaron 128 barridos y el tiempo de espera fue de 2 segundos. El 
número de puntos (FID) para la obtención de la gráfica Intensidad vs tiempo fue de 16K. 
Las muestras se disolvieron al 1% en cloroformo deuterado (CDCl3) y se utilizó 
tetrametilsilano (TMS) como sustancia de referencia. Antes de medir los desplazamientos 
químicos de las bandas se asignó el cero de la escala a la señal del TMS.     
 
Figura 3.8. Equipo de RMN del Departamento de Ingeniería Química de la ETSEIB  
 
Esta técnica permitirá calcular el porcentaje del monómero HV en el PHBV y del 
monómero 4HB en el PHB4HB. El cálculo se realiza mediante las áreas de los picos 
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obtenidos en el espectro, y que el mismo dispositivo puede evaluar automáticamente. Con 
el valor del área de un determinado pico y la identificación del grupo funcional responsable 
de esa señal, es fácil calcular la contribución de cada hidrógeno. Esto permite determinar 
las fracciones molares de los distintos monómeros y, por tanto, la pureza de los polímeros 
PHBV y PHB4HB. 
 
3.2.3. Preparación de la solución polimérica. 
Para disolver los PHA’s se ha utilizado cloroformo (CHCl3) como disolvente. La 
concentración de polímero se ha optimizado en estudios anteriores con Ti, llegando a la 
conclusión de que a mayores concentraciones de polímero, mejor es el recubrimiento 
obtenido. El óptimo se alcanzó para una concentración de 40 mg de polímero por ml de 
cloroformo, ya que a concentraciones superiores se saturaba la solución (García Y, 2015). 
Se ha utilizado este dato como punto de partida en este trabajo con Ta. 
Se preparan 200 ml de solución polimérica de cada uno de los polihidroxialcanoatos 
estudiados. Para ello se pesan 8 gramos del PHA y se añade cloroformo hasta alcanzar el 
volumen citado. La mezcla se introduce en un frasco y se disuelve mediante agitación 
magnética y a temperatura. Cada vez que se ha requerido nueva solución se ha vuelto a 
preparar el mismo volumen. 
 
3.2.4. Incorporación de la gentamicina. 
A partir de estudios previos, se sabe que la mejor forma de incorporar el fármaco a la 
solución polimérica en cloroformo es realizando una emulsión. En un primer momento se 
intentó incorporar la gentamicina dispersa en la solución de polímero, pero se comprobó la 
falta de adecuación de este método por la distribución no homogénea y la deficiente 
adhesión de las partículas de gentamicina en el posterior recubrimiento. Este problema se 
debía a la poca solubilidad de nuestro antibiótico en solventes de baja polaridad. Por eso se 
pensó en disolver el sulfato de gentamicina en agua, para posteriormente incorporarlo con 
la ayuda de un emulsionante a la mezcla de cloroformo y polímero. Se observó que de este 
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modo el tamaño de partícula disminuía considerablemente y que se distribuía de manera 
más uniforme y estable por el recubrimiento (García Y, 2015).   
Preparación de la emulsión 
Como se ha dicho, es necesario utilizar una sustancia emulsionante para poder llevar a cabo 
el proceso. En este caso se ha empleado alcohol de polivinilo (PVA). Se ha preparado una 
solución de PVA en agua con una concentración de soluto del 2% (Rodríguez-Contreras A. 
et al., 2013). Mediante agitación magnética y temperatura el medio acuoso nos permite 
disolver el fármaco, mientras que el aporte del PVA es distribuir de manera homogénea la 
fase acuosa (agua + PVA + fármaco) en la solución polimérica de PHA. 
Durante toda la fase experimental las emulsiones se han preparado previamente a los 
ensayos a partir de 10 ml de solución polimérica de PHA que se introducen en recipientes 
como los de la figura 3.9.  
 
Figura 3.9. Emulsión resultante 
 
A continuación se pesa la cantidad de gentamicina requerida en cada caso y se mete en un 
eppendorf. Se añaden 2 ml de solución de PVA para disolver la gentamicina y se aplica 
agitación con la ayuda de un vórtex. La mezcla se introduce en el recipiente junto con la 
solución de PHA. En este momento tenemos todos los componentes necesarios para 
preparar la emulsión. Para ello se ha utilizado un sonicador. Antes de introducir la sonda en 
la mezcla se agita manualmente el contenido para que el resultado final sea óptimo. A 
continuación, se enciende el dispositivo. En la figura 3.10 se puede ver un esquema de la 
emulsión resultante. 
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Figura 3.10. Esquema de la emulsión ya preparada 
 
Instrumental y parámetros de análisis 
El sonicador utilizado en la preparación de las emulsiones es un Bandelin Sonopuls con una 
sonda MS 72 con un 50% de potencia máxima (ver figura 3.11). 
 
Figura 3.11. Sonicador del Departamento de Ingeniería Química de la ETSEIB  
 
Los valores seleccionados para los parámetros ajustables en el dispositivo de ultrasonidos 
son: 20% de potencia y 2 minutos de tiempo de ciclo. Las concentraciones de gentamicina 
con las que se va a trabajar se especifican en el apartado 3.2.5. Optimización del proceso de 
recubrimiento en muestras lisas. 
 
 
 
Fase orgánica: PHA disuelto en 
CHCl3   
 
Fase Acuosa: 
Gentamicina y PVA 
disueltos en H2O  
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3.2.5. Técnicas de recubrimiento: muestras lisas y porosas 
En el proceso de recubrimiento de las muestras de Ta se han empleado diferentes técnicas. 
Durante todo el procedimiento de optimización en muestras lisas se ha recurrido a la 
técnica de dip-coating, explicada en el siguiente punto. Esta técnica no es útil en muestras 
porosas, ya que la emulsión no penetra por los poros para recubrir el interior de la pieza. 
Intentando dar solución a este inconveniente, se ensayarán dos alternativas en las que se 
tratará de hacer penetrar la emulsión ejerciendo una cierta presión. En el apartado 3.2.5.2. 
Muestras porosas se detallan estas dos opciones. 
 
3.2.5.1. Muestras lisas. 
Dip-coating. 
El dip-coating es un método que se utiliza para aplicar una película delgada y uniforme 
sobre una muestra o sustrato que se sumerge a velocidad constante en una solución. Cuando 
se retira la muestra, también a velocidad constante, queda depositada una fina capa cuyo 
espesor es función de dichas velocidades.  
El dispositivo que se ha utilizado para poder llevar a cabo esta técnica se muestra en la 
figura 3.12.    
 
Figura 3.12. Dip-coater. 
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Los parámetros seleccionables como velocidad de inmersión, tiempo de permanencia y 
velocidad de retirada se introducen en un programa informático que permite controlar todo 
el proceso. Estos parámetros se optimizaron previamente en los estudios con Ti ya 
mencionados en este texto, llegando a unos valores para los que se obtenía un mejor 
recubrimiento de la superficie de la muestra. Estos valores, utilizados en todos los dip-
coatings realizados en este estudio, se presentan a continuación: 
 Velocidad de inmersión de la muestra en la solución: 10 mm/min 
 Tiempo de permanencia de la muestra sumergida:  20 segundos 
 Velocidad de retirada de la muestra desde la solución: 70 mm/min 
(García Y, 2015) 
 
3.2.5.2. Muestras porosas.  
Bomba de vacío. 
En esta opción se quiere utilizar una bomba para crear vacío en el interior de un recipiente 
en el que se ha introducido un volumen de emulsión que envuelve la muestra que se quiere 
recubrir. Posteriormente se rompe el vacío, y por acción de la presión atmosférica, la 
emulsión de polímero penetra por los poros de la muestra impregnando su interior.    
Inyección. 
En este caso se quiere introducir la emulsión ejerciendo presión sobre el émbolo de una 
jeringa. La muestra se coloca en el interior del cuerpo cilíndrico junto con un exceso de 
emulsión que la envuelve por completo. Según cómo se ejerza dicha presión, se han 
ensayado dos métodos: presión manual y presión controlada. 
Presión manual 
El procedimiento seguido es el siguiente: 
1. La muestra se introduce en cloroformo y se somete brevemente a ultrasonidos 
para eliminar el aire ocluido en los poros.  
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2. Se extrae el émbolo de la jeringa y se coloca un tapón en la cánula. A 
continuación se vierte un volumen de emulsión en el cuerpo cilíndrico 
suficiente para cubrir la muestra. El tapón impide que la emulsión fluya a través 
de la cánula.  
3. En este momento se introduce la muestra que se quiere recubrir en el cuerpo de 
la jeringa, quedando completamente sumergida en el líquido. 
4. Se introduce el émbolo nuevamente en la jeringa. Se inclina la jeringa dejando 
la cánula mirando hacia arriba y se retira el tapón. Se presiona el émbolo para 
eliminar el aire que ha quedado atrapado. 
5. Se vuelve a poner la jeringa en la posición inicial (con el émbolo arriba) y se 
presiona para que la emulsión fluya a través de los poros de la muestra. Se 
coloca un recipiente para recoger el líquido. Hay que tener en cuenta que el 
émbolo bajará hasta que la muestra lo permita. 
6. Se vuelve a colocar el tapón en la cánula y se extrae el émbolo para poder 
recuperar la muestra. La emulsión sobrante se devuelve al recipiente 
contenedor. 
Desde el paso 3 al 6 se debe proceder con la mayor celeridad posible, ya que podría 
precipitar polímero en los poros superficiales que impediría que la emulsión 
alcanzara el interior de la pieza. 
Presión controlada  
En este caso se seguirá el siguiente procedimiento: 
1. La muestra se introduce en cloroformo y se somete brevemente a ultrasonidos 
para eliminar el aire ocluido en los poros.  
2. Se extrae el émbolo de la jeringa y se coloca un tapón en la cánula. A 
continuación se vierte un volumen de emulsión en el cuerpo cilíndrico 
suficiente para cubrir la muestra. El tapón impide que la emulsión fluya a través 
de la cánula.  
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3. En este momento se introduce la muestra que se quiere recubrir en el cuerpo de 
la jeringa, quedando completamente sumergida en el líquido. 
4. Se introduce el émbolo nuevamente en la jeringa. Se inclina la jeringa dejando 
la cánula mirando hacia arriba y se retira el tapón. Se presiona el émbolo para 
eliminar el aire que ha quedado atrapado. Se coloca nuevamente el tapón en la 
cánula. 
5. Se vuelve a poner la jeringa en la posición inicial (con el émbolo arriba) y se 
sujeta por el cuerpo cilíndrico mientras se acomoda sobre el émbolo una masa 
de 215 gramos. Se sitúa bajo la jeringuilla un recipiente para recoger el líquido 
y se retira el tapón. La emulsión fluye a través de los poros de la muestra por 
acción de la presión que ejerce la masa depositada. Considerando una superficie 
circular de 2 cm de diámetro, se calcula una presión aproximada de 7 KPa. Hay 
que tener en cuenta que el émbolo bajará hasta que la muestra lo permita. 
6. Se vuelve a colocar el tapón en la cánula y se extrae el émbolo para poder 
recuperar la muestra. La emulsión sobrante se devuelve al recipiente 
contenedor. 
Desde el paso 3 al 6 se debe proceder con la mayor celeridad posible, ya que podría 
precipitar polímero en los poros superficiales que impediría que la emulsión 
alcanzara el interior de la pieza. 
 
3.2.6. Optimización del proceso de recubrimiento en muestras lisas 
El proceso de recubrimiento en muestras lisas se va a intentar optimizar en base a: 
- Intentar conseguir un recubrimiento total de la superficie. Este objetivo se 
plantea para evitar la adhesión bacteriana en el dispositivo. Para ello se irá 
aumentando el número de dip-coatings hasta conseguir que la superficie de la 
muestra esté completamente recubierta por el PHA.  
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- Incorporar una concentración de antibiótico suficiente para evitar la 
adhesión bacteriana sin que se exceda la dosis tóxica de la gentamicina. Se 
probarán dos concentraciones de antibiótico y se comprobarán la inhibición 
bacteriana y la toxicidad del recubrimiento en los ensayos de caracterización 
biológica.   
Como se ha comentado con anterioridad en este texto, se va a trabajar con tres 
polihidroxialcanoatos diferentes. Los ensayos y combinaciones que se proponen en el inicio 
de esta investigación se presentan en la siguiente tabla: 
 
Tabla 3.3. Resumen de los ensayos a realizar para optimizar el recubrimiento en muestras lisas 
 
PHA 
 
Número de dip-coatings 
Porcentaje de gentamicina 
respecto a la masa de PHA 
en la emulsión 
 
PHB 
1 
2 
3 
10 
30 
 
PHBV 
1 
2 
3 
10 
30 
 
PHB4HB 
1 
2 
3 
10 
30 
 
Con cada polímero de realizarán recubrimientos con 1, 2 y 3 dip-coatings. En cada caso se 
prepararán muestras con el 10% y el 30% de gentamicina respecto a la masa total de 
polímero que habrá en cada emulsión. Como las emulsiones se preparan siempre cogiendo 
10 ml de solución polimérica y la concentración de estas soluciones es de 40 mg/ml, la 
masa de polímero en cada emulsión preparada es de 400 mg. Cuando se quiera preparar 
una emulsión al 10% de gentamicina se disolverán 40 mg en los 2 ml de solución de PVA. 
Si se quiere preparar una emulsión al 30% de antibiótico, entonces se disolverán 120 mg de 
gentamicina en los 2 ml de la solución de PVA (Ver apartado 3.2.3. Incorporación de la 
gentamicina si es preciso recordar cómo se preparan las emulsiones). 
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3.2.7. Caracterización de las emulsiones 
Las emulsiones se han caracterizado midiendo su viscosidad. Este resultado nos interesa 
para decidir qué polímero sería más adecuado para infiltrar las muestras porosas, ya que se 
intuye que penetrará más fácilmente aquél que tenga una menor viscosidad.  
Viscosidad  
La viscosidad es una medida de la resistencia que opone al movimiento un fluido. Éste será 
más viscoso cuanta más resistencia a fluir muestre. Existen diferentes instrumentos para 
medir viscosidades. En este trabajo se ha empleado un viscosímetro rotacional Haake Mars 
como el de la figura 3.13. La temperatura durante el ensayo es de 25ºC y la velocidad de 
giro se ha fijado en 0,6 mm/min.  
 
Figura 3.13. Viscosímetro Haake Mars 
 
Los fluidos pueden clasificarse en newtonianos o no-newtonianos. Un fluido newtoniano es 
aquél que, sometido a un esfuerzo tangencial o cortante, se deforma con una velocidad que 
es directamente proporcional al esfuerzo aplicado. La viscosidad de un fluido newtoniano 
no depende del tiempo de aplicación del esfuerzo, aunque sí puede depender tanto de la 
temperatura como de la presión a la que se encuentre. Cumple con la ley de Newton de la 
viscosidad (τ = μ·γ), por lo que la relación entre el esfuerzo cortante (τ) y la velocidad de 
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deformación (γ) es constante para una temperatura y una presión dadas. Esta constante de 
proporcionalidad es μ, la viscosidad del fluido. 
En los fluidos no-newtonianos el esfuerzo de corte no es directamente proporcional a la 
velocidad de deformación. Se han propuesto diferentes ecuaciones empíricas para intentar 
modelar su comportamiento, siendo la ley de la potencia de Ostwald-de-Waele  
τ =K·γn = (K·γ n-1)·γ = ·γ             Ley de la potencia 
una de las más importantes, ya que representa a una amplia gama de estos fluidos. K y n son 
parámetros empíricos. K es el índice de consistencia y n es el índice de comportamiento de 
flujo. El parámetro  se conoce como viscosidad aparente por similitud con la ley de 
Newton. Dentro de este abanico de fluidos no newtonianos los más característicos son: 
Fluidos pseudoplásticos: Son aquellos cuya viscosidad aparente disminuye a medida 
que aumenta el gradiente de velocidad, es decir, n< 1. 
Fluidos dilatantes: Son aquellos cuya viscosidad aparente aumenta a medida que lo 
hace el gradiente de velocidad, es decir, n >1. 
Cuando n = 1 esta ley modela a un fluido newtoniano y la viscosidad aparente coincide con 
la viscosidad (μ). En la figura 3.14 se representan posibles curvas para todos estos casos. 
 Figura 3.14. Posibles representaciones de la ley de la potencia para fluidos newtonianos y no 
newtonianos 
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Los valores que se obtienen en este ensayo son el índice de consistencia K y el índice de 
comportamiento n. Conociendo el valor de K se puede relacionar con la viscosidad del 
fluido, ya que si el valor de K es alto, el fluido es más viscoso y viceversa.  
En este estudio se ha trabajado con dos tipos de emulsiones. Para la optimización en 
muestras lisas y unos primeros ensayos en muestras porosas se utilizaron las emulsiones 
preparadas tal y como se comentó en el punto Preparación de la emulsión del apartado 
3.2.3. Incorporación de la gentamicina. Para continuar los estudios en estructuras porosas 
se prepararon unas emulsiones más diluidas para intentar disminuir la viscosidad. A partir 
de las emulsiones iniciales, se añadió la cantidad de agua necesaria para diluir la 
concentración de gentamicina en la fase dispersa a la mitad.   
 
3.2.8. Caracterización físico-química del recubrimiento en muestras lisas  
 
Microscopía Electrónica de Barrido (SEM), microanálisis por energía dispersiva de 
rayos X (EDS) y análisis con electrones retrodispersados (BSE) 
El microscopio electrónico de barrido es el mejor método adaptado al estudio de la 
morfología de las superficies. A diferencia de un microscopio óptico, la imagen entregada 
por el SEM no utiliza fotones del espectro visible, sino que se genera por la interacción de 
un haz de electrones que "barre" un área determinada sobre la superficie de la muestra. Este 
bombardeo de electrones provoca la aparición de diferentes señales que, captadas con los 
detectores adecuados, proporcionan información acerca de la naturaleza de la muestra. La 
señal de electrones secundarios proporciona una imagen de la morfología superficial. La 
señal de electrones retrodispersados una imagen cualitativa de zonas con distinto número 
atómico medio, y la señal de rayos X espectros e imágenes acerca de la composición de 
elementos químicos en la muestra. 
En este trabajo el SEM-EDS ha sido utilizado para la caracterización microscópica y 
composición puntual de todos los recubrimientos poliméricos del proceso de dip-coating en 
muestras lisas, así como de los recubrimientos mediante bomba de vacío e inyección en 
muestras porosas. Después de infiltrar las muestras porosas era necesario romperlas para 
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poder caracterizar el recubrimiento de la superficie interna mediante SEM. Para ello se 
introducían las muestras recubiertas en nitrógeno líquido y se mantenían durante 
aproximadamente 4-5 horas. A continuación se extraían del nitrógeno y se rompían con un 
martillo. De esta forma se minimizaba la deformación de la pieza durante su rotura.  
Se ha recurrido al análisis con BSE para ratificar la presencia de polímero en la superficie 
de tántalo y para valorar la efectividad de los recubrimientos. 
Las muestras se han colocado sobre un stub con biadhesivo conductor y se han recubierto 
con platino-paladio (Pt-Pd). 
 
Instrumental y parámetros de análisis 
Los 2 equipos de SEM que se han utilizado son un JEOL JSM·6400 Scanning Microscope y 
un JEOL JSM-7001F Filled Emission Scanning Microscope (Ver figura 3.15).  
   
 
Figura 3.15. JEOL JSM·6400 (izquierda) y JEOL JSM-7001F (derecha) 
Las imágenes de electrones secundarios se han tomado entre 50 y 1.000 aumentos en 
muestras lisas y entre 25 y 2.500 aumentos en muestras porosas. Los microanálisis EDS se 
han efectuado a un potencial de aceleración de 20 kV y una corriente de sonda de 0,6 nA 
durante 30 s. Se ha recurrido a este tipo de análisis para comprobar la incorporación de la 
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gentamicina al recubrimiento así como para verificar la obtención de un recubrimiento 
polimérico completo de las superficies de Ta liso. Para esto último también se ha recurrido 
a la obtención de imágenes por electrones retrodispersados, ya que como el Ta es un 
elemento con un número atómico elevado producirá una mayor emisión de electrones 
retrodispersados. Como consecuencia, las zonas donde no se haya recubierto de PHA 
aparecerán brillantes en la imagen. 
 
Perfilometría 
Un perfilómetro es un instrumento que se utiliza en la medición de espesores de películas 
delgadas planas, alturas de cráteres y detalles topográficos superficiales de interés. También 
permite cuantificar parámetros estructurales de la superficie. Este tipo de medidor de 
espesores tiene una punta móvil que se pone en contacto con la muestra. La punta recorre la 
superficie aplicando sobre ella una fuerza constante. Está conectada a un sistema de 
medición que graba los desplazamientos verticales que sufre en su recorrido a lo largo de la 
superficie de la muestra. Las variaciones de alturas son registradas y el conjunto de datos da 
lugar a un perfil lineal. La longitud de barrido y la magnitud de la fuerza se controlan desde 
un ordenador y pueden variarse en función de las características de la muestra. De esta 
forma se determinan cambios en el espesor. 
Esta técnica se ha empleado para realizar medidas de rugosidad del Ta liso, antes y después 
de los tratamientos termoquímicos con NaOH. También se ha utilizado para medir la 
rugosidad de los diferentes recubrimientos, así como sus espesores. Para esto último ha sido 
necesario cubrir con un film de poliamida una parte de la muestra. De esta forma se evita 
que dicha parte quede recubierta en el proceso de dip-coating. Una vez realizado el número 
de inmersiones requerido, se retira el film protector y se puede medir la diferencia de 
alturas gracias al perfil obtenido. 
 
Instrumental y parámetros de análisis 
Para realizar las medidas de rugosidad y determinar el espesor de los recubrimientos se ha 
utilizado un perfilómetro Dektak 150 (Figura 3.16). Se ha fijado la longitud de barrido en 6 
mm y el rango de medición (Meas Range) en 524 m. 
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Figura 3.16. Perfilómetro Dektak 
 
Un ejemplo de los gráficos con los que se ha trabajado se muestra en la figura 3.17. 
 
Figura 3.17. Perfil obtenido para 4 dip-coatings de PHBV con un 10% de gentamicina incorporado. 
En el eje de abscisas está representada la longitud de barrido y en el eje de ordenadas la 
altura del recubrimiento. La zona de color verde indica donde se ha hecho el promedio del 
espesor. El pico que queda inmediatamente a la derecha de esta zona es debido a que el 
recubrimiento próximo al film de poliamida se despega cuando éste se retira para medir el 
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espesor. Dicho film estaría colocado en la zona del gráfico que tiene una altura de 0 nm y 
que corresponde al tántalo pulido. 
Los valores de la parte superior indican la rugosidad (Ra) y el espesor promedio (ASH) del 
recubrimiento, siempre medidos en la zona verde del gráfico.  
 
3.2.9. Caracterización biológica del recubrimiento 
 
Ensayo de inhibición bacteriana 
En el apartado 2.1.2. Biomateriales y microorganismos se ha hecho un breve repaso a las 
principales bacterias responsables de la formación de biofilms en dispositivos médicos. En 
el punto actual se quiere comprobar la sensibilidad de dos de estas bacterias a los 
recubrimientos obtenidos en este estudio. De esta forma se podrá verificar la eficacia 
antimicrobiana de los mismos. Las bacterias seleccionadas en este ensayo son 
Staphylococcus aureus, como Gram-positiva, y Escherichia coli, como Gram-negativa.  
Existen diferentes métodos para valorar la sensibilidad de los microorganismos a un 
determinado antibiótico. En este caso se ha recurrido al método de difusión en disco. Este 
procedimiento hace referencia a la difusión que experimenta un agente antimicrobiano 
desde un disco, tira o tableta, que se ha depositado en un medio de cultivo sólido sembrado 
con el inóculo seleccionado en cultivo aséptico. El método de difusión en disco se basa en 
la determinación de una zona de inhibición del crecimiento bacteriano que es proporcional 
a la sensibilidad de la bacteria frente al antibiótico presente en el disco.  
La difusión del agente antimicrobiano en el medio de cultivo inoculado crea un gradiente 
de concentración. Cuando ésta llegue a ser tan diluida que no logre inhibir el crecimiento 
de la bacteria ensayada, termina la zona de inhibición. El diámetro de esta zona de 
inhibición alrededor del disco se corresponde con la concentración mínima inhibitoria 
(MIC) para esa combinación concreta de bacteria y antibiótico. En otras palabras, el 
diámetro de la zona de inhibición es inversamente proporcional al valor de la MIC para la 
bacteria ensayada. En general, cuanto mayor es la zona de inhibición, menor es la 
concentración del antimicrobiano que se requiere para inhibir el crecimiento de los 
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microorganismos. No obstante, esto depende también de la concentración del antibiótico en 
el disco y de su capacidad de difusión. 
Los discos que se van a utilizar son las mismas muestras de Ta recubiertas con las 
emulsiones de los 3 polihidroxialcanoatos. Se probarán distintas concentraciones de 
gentamicina así como diferente número de dip-coatings. El medio de cultivo utilizado es 
agar más nutrientes. A continuación se  presenta una tabla resumen con los diferentes 
ensayos realizados para cada uno de los 3 PHA’s. 
Tabla 3.4. Resumen de los ensayos de inhibición bacteriana para cada PHA. 
Bacteria Número de dip-coatings Porcentaje de gentamicina 
Escherichia coli 1 10, 30 
3 (PHB4HB), 4 (PHB y PHBV) 10, 30 
Staphylococcus 
aureus 
1 10, 30 
3 (PHB4HB), 4 (PHB y PHBV) 10, 30 
 
El procedimiento a seguir se ilustra en la figura 3.18. 
 
Figura 3.18. Esquema del ensayo de inhibición bacteriana (Bellemmi G, 2015) 
 
A) Preparación del inóculo bacteriano. Se extraen con el asa dos o tres colonias 
bacterianas de la especie a estudiar y se introducen en un falcon que contiene 10 ml de 
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caldo de cultivo BHI (Brain Heart Infusion) para su proliferación. El asa se esteriliza 
después de cada uso mediante etanol y con el bunsen.   
B) Se coloca el falcon en la incubadora a 37ºC durante 24 horas, tiempo en el cual 
las bacterias se reproducen. 
C) Se  realiza una dilución del inóculo para disminuir la concentración de colonias 
hasta que el valor de la absorbancia a 600 nm sea de 0,2, lo que se corresponde con 
10
8
 unidades formadoras de colonias (UFC). Una dilución 1:10 acostumbra a ser un 
buen punto de partida. 
D) Una vez se consiga la concentración de bacterias exigida, se procede al 
sembrado de las placas. Cada una de las placas contiene medio BHI-Agar y se 
siembra con 100 l de inóculo que se intentan distribuir lo más uniformemente 
posible por toda la superficie. Por último, se coloca la muestra recubierta con el 
polímero y el antibiótico incorporado en el centro de la placa.  
 
Todas las placas se introducen en la incubadora a 37ºC durante las 24 horas siguientes. 
Pasado ese tiempo, y si las bacterias son sensibles al agente antimicrobiano utilizado, se 
observará una zona de inhibición alrededor de la muestra. Cuanto mayor sea esa zona, 
más efectivo será el sistema de liberación propuesto contra las bacterias estudiadas. 
Se ha realizado un control con muestras de Ta sin ningún tipo de recubrimiento. Cabe 
esperar que el metal por sí mismo no inhiba el crecimiento bacteriano. En caso 
contrario podría ocasionar también un problema de biocompatibilidad. 
 
Ensayo de citotoxicidad 
Además de la eficacia antibacteriana, es necesario comprobar la inocuidad del 
recubrimiento para las células. Hay que recordar que los polímeros se han disuelto en 
cloroformo. Éste se caracteriza por ser un depresor del sistema nervioso central y por 
producir efectos tóxicos en el organismo, principalmente sobre el hígado y los riñones. 
Cabe decir que desde que surgiera la idea de disolver los PHA’s en CHCl3 se ha creído que 
todo el disolvente se evaporaría completamente en el proceso de deposición y secado de la 
capa polimérica, pero es necesario confirmarlo mediante un ensayo de citotoxicidad. 
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Además, también se sabe que la gentamicina puede resultar dañina para el organismo si se 
encuentra en concentraciones elevadas. Por todo ello, es imprescindible asegurarse de que 
la solución que se propone en este estudio a la problemática ocasionada por las BAI, no es 
una fuente de nuevas preocupaciones.  
El ensayo se ha realizado siguiendo la norma “Evaluación biológica de productos 
sanitarios. Parte 5: Ensayos de citotoxicidad in vitro (ISO 10993-5:2009)”. El esquema de la 
figura 3.19 resume todo el procedimiento, que pasa a detallarse acto seguido. 
 
Figura 3.19. Esquema que resume todo el ensayo de citotoxicidad (Bellemmi G, 2015) 
 
A) Preparación de 50 ml de medio celular con la siguiente composición: 
1. L glutamina: aminoácido, 500 µl por cada 50 ml 
2. Estreptomicina: antibiótico, 500 µl por cada 50 ml 
3. Piruvato sódico: fuente de energía, 500 µl por cada 50 ml 
4. Hepes (ácido 4-(2-hidroxietil)-1- piperazinaetansulfónico): 
tampón para mantener el pH constante, 1 ml por cada 50 ml 
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5. FBS (Fetal Bovine Serum): 5 ml 
6. Mc Coy 5A: medio, se introducirán los ml restantes hasta llegar a 
50 ml 
Este medio se pone en contacto con las muestras ya recubiertas con el PHA y cargadas 
con el antibiótico durante un periodo de 72 horas en una estufa a 37ºC. Se debe tener en 
cuenta que por cada 3 cm
2
 de superficie expuesta se requiere 1 ml de medio. En este 
caso se ha aproximado a 300 l de medio por muestra. 
B) Por otro lado, se realiza un cultivo celular. Se emplean células SAOS P31 
Sarcoma Osteogenic. Se coge el sembrado de células y se aspira el medio. 
C) Luego se realiza un lavado con 10 ml de PBS.    
D) Después se procede a desenganchar las células que se encuentran adheridas en 
la superficie del recipiente y que se visualizan estiradas en el microscopio óptico. 
Para desengancharlas se introducen 2 ml de tripsina, una enzima que corta las 
proteínas de anclaje. Se deja actuar unos minutos a 37ºC. Pasado ese tiempo hay 
que comprobar que las células se han desenganchado. Al visualizarlas en el 
microscopio deberían aparecer con forma redondeada y tener movilidad. 
E) Se agregan 5 ml más de medio y se mezclan con pipeta para luego colocarlas en 
un falcon. 
F) Se centrifuga el falcon con las células colocando otro con el mismo peso en el 
extremo opuesto de la centrífuga. Éste último hace la función de contrapeso. Se 
centrifuga durante 5 min a 90 rpm. 
G) Se utiliza una cámara de Neubauer para realizar el recuento de células. Se ponen 
10 l sobre la cámara y se utiliza un microscopio para contar las células. El valor 
medio debe estar comprendido entre 20 y 80 células por cuadro. De esta manera ya 
se sabe la concentración de células presentes en la solución. A partir de este dato se 
realizan las diluciones necesarias para conseguir la concentración deseada. El 
cultivo se deja 24 horas a 37ºC. 
H) Pasadas esas 24 horas se ponen en contacto las células sembradas con el medio 
donde han estado las muestras cuya citotoxicidad se quiere evaluar. Este medio se 
diluirá con el medio preparado inicialmente en las siguientes proporciones: 1:1, 1:2, 
1:10, 1:100 y 1:1000. De esta forma se tendrán 5 diluciones para cada una de las 
Pág. 84  Memoria 
 
condiciones ensayadas. La placa de cultivo se introduce en la incubadora a 37ºC 
durante las siguientes 24 horas. 
I) Pasado ese tiempo se añaden 100 l de M-PER (Mammalian Protein Extraction 
Reagent) de Thermo Fisher Scientific a cada uno de los pozos donde están las 
células en el medio que estuvo en contacto con las muestras. Este reactivo rompe la 
membrana celular y permite que se liberen al medio las enzimas que posteriormente 
se van a cuantificar, concretamente la de interés en este ensayo es la enzima LDH. 
Esta acción se conoce como lisar las células.  
J) Una vez lisadas las células, aquellas que han sobrevivido se cuantifican con el 
kit Cytotoxicity Detection Kit LDH
PLUS
 de Roche Applied Sciences, siguiendo sus 
especificaciones. Se producen una serie de reacciones catalizadas por la enzima 
LDH (ver esquema de la figura 3.19) que dan lugar a la formación de una sal de 
formazán que cambia la coloración del medio a amarillo oscuro. 
K) Llegados a este punto hay que preparar la solución de tinción con el kit 
adecuado. Se mezclan 5,74 ml de una solución de tetrazolium y 127,5 µl de 
catalizador. Se añaden 100 µl de esta solución a cada uno de los pozos con las 
células lisadas y se dejan reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente, 
observando el cambio de color de amarillo a rosa. Pasado este tiempo se detiene la 
reacción con una solución stop que incorpora el kit con este fin. Contiene ácido 
clorhídrico que va a modificar el pH desnaturalizando las enzimas. La intensidad de 
la tonalidad rosácea que se adquiere durante este proceso depende de la cantidad de 
células que habían sobrevivido. Por último, se mide la absorbancia del medio con 
un espectrofotómetro PowerWaveX UV-visible que incorpora un software Gen5 
para el análisis de datos. La medida se realiza a una longitud de onda de 440 nm. La 
absorbancia está directamente relacionada con la concentración de la enzima LDH 
liberada al medio y ésta con la cantidad de células vivas presentes en el momento 
que se añadió el reactivo M-PER. 
La tasa de supervivencia para cada condición ensayada se calcula como sigue: 
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Donde el control negativo es el medio testado sin células y el control positivo 
corresponde con células que no han entrado en contacto con las muestras. 
Para realizar este ensayo se trabajó con las condiciones que se presumían más 
desfavorables. Esto se correspondía con preparar muestras con un recubrimiento total 
de la superficie con cada uno de los polímeros. En estos recubrimientos se incorporó la 
concentración más elevada de antibiótico de las que se han estudiado. Si en estos casos 
no se detectaban problemas de citotoxicidad, se podría asegurar que todas las 
condiciones ensayadas son biocompatibles.  
Ensayo de adhesión celular 
Mediante este ensayo se pretende comprobar cómo se adhieren las células a los 
recubrimientos poliméricos. Si hubiera mucha diferencia entre los resultados obtenidos, se 
descartarían uno o dos polímeros. El objetivo es disminuir en lo posible el número de 
variables y realizar los ensayos siguientes con un único PHA.  
El protocolo a realizar es el siguiente: 
A) Tripsinizar las células en 2 ml de TrypLE (Invitrogen) y visualizar como se 
despegan. 
B) Añadir 3 ml de medio completo al flask y pasar los 5 ml totales a un falcon de 15 
ml. 
C) Añadir 5 ml de medio nuevo en el flask, mezclar y añadir a los 5 ml del falcon. 
D) Centrifugar a 300 g durante 5 min. 
E) Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en un volumen adecuado para 
contar las células. 
F) Poner 10 l en la cámara de Neubauer y contar las células. 
G) A partir de la concentración obtenida, diluir las células para tener el número de 
células que se quieren sembrar en el volumen de medio que se quiere utilizar. 
H) Sembrar las células en las muestras. 
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I) Preparar una recta patrón con un número de células creciente: 0, 10.000, 20.000, 
40.000 y 80.000. 
J) Dejar durante 4-6 h (depende del tipo de células) en la incubadora a 37ºC, 5% CO2 
y 95% de humedad relativa. 
K) Aspirar el medio y lisar las células en un volumen de tampón M-PER (Thermo 
Fisher) que cubra las muestras (generalmente 300 l). 
L) Dejar unos 5 min y realizar ensayo de LDH (ver punto K del ensayo de 
citotoxicidad) o congelar hasta hacerlo. 
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4. Resultados y discusión  
 
En este proyecto se ha  estudiado un novedoso sistema de liberación de fármacos (DDS) 
para implantes de Ta. La principal novedad se centra en los polímeros empleados como 
recubrimientos del implante y portadores del agente antimicrobiano: los 
polihidroxialcanoatos. Como ya se ha ido avanzando durante todo este texto, hay 
depositada una gran confianza en el potencial de esta familia de polímeros para 
aplicaciones en el campo biomédico. No se ha encontrado referencia alguna en la que se 
haya recurrido al uso de los PHA’s como DDS en implantes de Ta. Por eso hay un gran 
interés en averiguar cómo se comportan en el desempeño de esta función. 
En un comienzo, la investigación se ha centrado en un intento por optimizar el 
recubrimiento antibacteriano en muestras de Ta liso. El paso siguiente es extrapolar los 
resultados a muestras de Ta poroso, que es la estructura que realmente se utiliza en 
implantología por su similitud con el hueso trabecular. 
 
4.1. Tratamiento termoquímico con hidróxido sódico 
Según demostraron Kato et al. (1999), un tratamiento termoquímico del Ta con hidróxido 
sódico favorece la unión directa entre el metal y el hueso. Se cree que mediante este 
proceso se consigue la formación de una capa de tantalato de sodio que provee de grupos 
Ta-OH la superficie del implante. Estos grupos inducen la nucleación de apatita de la 
misma manera que ocurre con el Ti o el Si. A partir de aquí la apatita crece de forma 
espontánea por aportación de iones calcio y fosfato presentes en el fluido biológico. De esta 
manera se establece un enlace químico entre el hueso y el tántalo tratado 
termoquímicamente gracias a la capa de apatita unida al tantalato superficial (Kato et al., 
1999). Se consigue, tal y como se pretendía, una superficie bioactiva que favorece el 
crecimiento óseo. En este trabajo no se tiene como objetivo la formación de superficies que 
creen apatita, pero sí prepararlas para que por un lado se favorezca la unión con el 
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recubrimiento, y por otro, que una vez desaparezca el recubrimiento, quede una superficie 
agradable para la deposición de células. 
Las muestras de Ta liso se trataron inicialmente con diferentes disoluciones de NaOH. Con 
este tratamiento se perseguía aumentar la rugosidad superficial, conseguir una superficie 
bioactiva que favoreciera el crecimiento óseo y obtener una superficie más hidrófila. 
 
Determinación de la rugosidad superficial: Perfilometría y SEM 
Un aumento de la rugosidad superficial implica una mayor superficie de contacto para que 
el polímero se adhiera. Y no sólo eso, sino que también las células óseas dispondrán de más 
terreno para su adhesión y proliferación. Existen estudios que relacionan esta mejor 
adhesión, crecimiento y proliferación celular con un  incremento de la rugosidad superficial 
(Keshel et al., 2011; Vanegas J. C. et al., 2010).  
En este ensayo se prepararon las superficies de las muestras mediante un ataque alcalino. 
Todas las medidas de rugosidad se han obtenido mediante perfilometría. Se han realizado 
medidas después de la preparación de las muestras, así como una vez tratadas con NaOH 
2M y con NaOH 5M.  
 
En un primer momento se aplicó el tratamiento con NaOH 2M y se consideró que la 
rugosidad  obtenida era insuficiente. Esta decisión se tomó en comparación con resultados 
paralelos del equipo de investigación con titanio. En esos estudios se obtenían rugosidades 
superiores a las conseguidas con el tántalo en esta investigación, y que posteriormente 
habían llevado a buenos recubrimientos superficiales (García Y, 2015). Por eso se decidió 
repetir el tratamiento aumentando la concentración de la disolución de NaOH a 5M. Los 
valores de rugosidad (Ra) conseguidos mediante el tratamiento se presentan en la tabla 4.1. 
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Tabla 4.1. Medidas de rugosidad obtenidas por perfilometría 
 Ta pulido Ta tratado con NaOH 2M Ta tratado con NaOH 5M 
Rugosidad, Ra (nm) 214,2  ±  
26,7 
323,1 ±  30,7 714,5  ±  164,3 
Aunque no existe un consenso sobre la rugosidad óptima en términos de osteointegración, 
sí que se ha demostrado que el rango de Ra entre 0,05-1,20 m es el que presenta unos 
mejores resultados de adhesión celular (Huang, 2004). Como se puede comprobar sobre 
estas líneas en la tabla 4.1, los valores obtenidos con el ataque 5M han aumentado respecto 
al tratamiento con NaOH 2M, aunque ambos están dentro del rango mencionado.  
En la figura 4.1 se puede observar, a partir de dos micrografías de SEM, la diferencia en la 
topografía superficial entre las muestras tratadas con NaOH 2M y 5M. 
 
Figura 4.1. Superficie Ta liso tratado con NaOH 2M (izquierda) y con NaOH 5M (derecha) 
Tanto por los valores de Ra como por las micrografías se comprobó que con NaOH 5M la 
rugosidad superficial es mucho más efectiva.  
 
Determinación de la hidrofilia: Ángulo de contacto. 
Para determinar la afinidad de la superficie de las muestras de Ta por el agua se ha 
recurrido a la medida del ángulo de contacto. Se considera que un líquido moja una 
superficie cuando el ángulo de contacto entre ambos es inferior a 90º. Cuando esto ocurre, 
un aumento de la superficie de contacto provocaría una disminución de ese ángulo, es 
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decir, el líquido mojará más la superficie (Rodríguez G-C, 2010). Obviamente, el 
incremento de rugosidad mediante el ataque alcalino está produciendo esa superficie extra. 
  
Además de la rugosidad superficial, hay otros aspectos que pueden influir en el valor del 
ángulo de contacto. Y es que en la literatura existen resultados que evidencian que estos 
tratamientos termoquímicos producen también una mayor presencia de grupos OH 
anclados en la superficie, así como la eliminación de la suciedad superficial. Estos dos 
factores son también clave en la disminución del ángulo de contacto obtenido (Sevilla, 
2013). 
Mediante esta técnica se analiza si el tratamiento alcalino ha tenido lugar. Se comprueba si 
se han incorporado grupos hidroxilo como efecto de la reacción físico-química, así como si 
ha habido un incremento de la hidrofilia de las superficies de tántalo. Los resultados 
obtenidos se presentan en la tabla siguiente: 
Tabla 4.2. Medidas del ángulo de contacto 
 Ta pulido Ta tratado con NaOH 
2M 
Ta tratado con NaOH 
5M 
Ángulo de contacto 
(º) 
80,19  ±  
2,21  
74,42  ±  0,27  28,58  ±  3,34  
Con el tratamiento termoquímico se ha conseguido una superficie más hidrófila en ambos 
casos. La disminución del ángulo de contacto se corresponde con ese aumento de la 
afinidad del agua por el Ta y con la esperada mejora de la adhesión celular. Se observa un 
ángulo bastante más pequeño para el metal tratado con NaOH 5M. Por tanto, además de la 
obtención de una rugosidad óptima en términos de adhesión celular y a que se espera que 
con una mayor superficie específica haya una mayor adhesión, la obtención de una 
superficie más hidrofílica en el tratamiento con NaOH 5M hace que nuevamente se 
considere mejor esta opción frente al ataque con NaOH 2M, donde la disminución del 
ángulo de contacto es mucho más moderada.  
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Determinación de la afinidad de los PHA’s por el Ta: Ángulo de contacto 
A continuación, se procedió a comprobar la afinidad que presentaban los diferentes PHA’s 
estudiados por la superficie del Ta. Para ello se recurrió a la realización de medidas del 
ángulo de contacto de los 3 polímeros en disolución (CHCl3) sobre las superficies de Ta 
antes y después de los tratamientos con NaOH 2M y 5M. Los resultados se ilustran en el 
gráfico de la figura 4.2. 
 
Figura 4.2. Ángulo de contacto entre los PHA’s y las superficies de Ta 
En el gráfico anterior se puede observar que el ángulo de contacto disminuye en los tres 
polímeros, por lo que su afinidad por el metal se ve mejorada. Esta conclusión es otro 
aspecto positivo más que confirma que el tratamiento termoquímico es, sin duda, 
beneficioso para todos los objetivos propuestos. Y entre las dos concentraciones ensayadas, 
vuelve a ser la solución más alcalina la que proporciona unos resultados más optimistas. 
Todo ello hace pensar que se obtendrán mejores recubrimientos con las muestras tratadas. 
Analizando uno por uno los PHA’s se puede apreciar que la bajada más grande del ángulo 
de contacto es la que experimenta el PHBV, pasando de 50º en muestras no tratadas a 35º 
después del tratamiento con NaOH 5M. Este resultado mejora al obtenido para el PHB, que 
es algo superior a los 35º. Para el PHB4HB el valor es algo superior a los otros dos 
polímeros, quedándose cercano a los 44º. De todas maneras, se ha considerado que los tres 
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polímeros presentan una buena afinidad física con el metal y que podrían ser buenos 
candidatos para utilizarlos como material de recubrimiento. 
Repasando todos los resultados obtenidos en los ensayos relacionados con la realización del 
tratamiento termoquímico, se puede concluir que: 1) se ha conseguido incrementar la 
superficie de contacto, lo que permite disponer de más puntos de unión entre el sustrato y el 
recubrimiento, así como entre el sustrato y las células; 2) se ha conseguido un material más 
bioactivo que favorece la adhesión y la proliferación celular; 3) se ha mejorado la afinidad 
de los polímeros por la superficie de Ta, lo que presumiblemente permitirá obtener 
recubrimientos más estables. Por todos estos beneficios que aporta el ataque con NaOH, se 
tomó la determinación de trabajar con muestras tratadas. Dentro de las dos opciones, se 
decidió que las muestras lisas se trataran en su totalidad con NaOH 5M por ofrecer mejores 
resultados en todos los puntos mencionados.  
 
4.2. Caracterización físico-química de los PHA’s 
4.2.1. Cromatografía de Permeación en Gel (GPC) 
Se ha utilizado la técnica de GPC para determinar el peso molecular promedio en peso 
(Mw) y el índice de polidispersidad (PDI) de los tres polihidroxialcanoatos utilizados. Estos 
parámetros son fundamentales para comprender las propiedades y el comportamiento de 
estos biopolímeros a lo largo del estudio. Los valores obtenidos se pueden consultar en la 
tabla 4.3 mostrada a continuación. 
Tabla 4.3. Valores de Mw y PDI 
PHA Mw PDI 
PHB  240.000  8,00  
PHBV 270.000 3,375 
PHB4HB 1.315.000 7,90 
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Llaman  la atención los elevados índices PDI, todos ellos bastante por encima de la unidad. 
Esto corresponde a polímeros con una gran dispersión de pesos moleculares y, por tanto, 
campanas de distribución abiertas. El resultado es razonable si se tiene en cuenta la 
procedencia de estos biopolímeros. En una fermentación bacteriana los PHA’s producidos 
presentan PDI elevados (Rodríguez Contreras, A. Mª, 2013).  
Otro resultado a destacar es el elevado valor de Mw para el PHB4HB, lo que hace prever 
que este PHA puede comportarse de forma diferente que los otros biopolímeros utilizados. 
Por ejemplo, presenta más densidad y mayor viscosidad a mismas concentraciones. Esto se 
comprueba fácilmente de forma visual y mediante determinación de la viscosidad de las 
emulsiones poliméricas en las mismas condiciones de concentración.  
 
4.2.2. Espectrometría de Infrarrojos con Transformada de Fourier (FTIR) 
Mediante los resultados de FTIR que se presentan en la figura 4.3 se puede estudiar la 
estructura química de los compuestos analizados. Destaca la similitud entre los tres 
espectros. Todas las zonas claramente atribuibles a distintos grupos funcionales coinciden 
en los tres casos. Entre los 1300 y los 1500 cm
-1
 se ven las señales correspondientes a los 
grupos metilo (-CH3) y metileno (-CH2-), causadas por la deformación asimétrica del enlace 
C-H resultante de las vibraciones de flexión en la molécula. La vibración de tensión del 
enlace C-H de esos mismos grupos se manifiesta con un pico alrededor de los 3000 cm
-1
. 
La banda intensa cercana a los 1750 cm
-1
 es característica del enlace C=O en compuestos 
carbonílicos. Por último, también aparece una serie de bandas intensas entre 1000 y 1300 
cm
-1
 originadas por el estiramiento del enlace C-O del grupo éster (Rojas et al., 2000; 
González Y et al., 2013; Hong et al., 1999). Con la información obtenida se deduce que los 
espectros analizados corresponden a la estructura del PHB. Esto es debido a que en los tres 
casos el monómero que predomina es el del 3HB, y como ya se avanzó, mediante la técnica 
de FTIR no se pueden diferenciar los picos correspondientes a los monómeros de HV y 
4HB. Por ese motivo se ha utilizado la técnica de RMN para confirmar la presencia de estos 
monómeros y calcular su porcentaje. 
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        Figura 4.3. Espectros de infrarrojos por transformada de Fourier para: a) PHB, b) PHBV y c) PHB4HB 
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4.2.3. Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (H
1
RMN) 
A continuación, se muestran los espectros de H
1
RMN de los tres polímeros en estudio. La 
información sobre el número y tipo de las entidades químicas presentes en cada molécula 
permitirá distinguirlos y determinar la pureza de cada uno de ellos. 
La figura 4.4 muestra los tres espectros de los polímeros estudiados. El primero de ellos 
(Figura 4.4.a) corresponde al PHB, destacando los picos correspondientes a los protones 
presentes en el monómero 3HB de este biopolímero. Estos picos, identificados como 1, 2 y 
3 en las figuras 4.4a y 4.4b y como 6, 3 y 1 en la figura 4.4c, aparecen en las tres gráficas ya 
que, como se ha comentado, corresponden al monómero 3HB, que se encuentra en los tres 
polímeros estudiados. La señal 1 (Figuras 4.4.a y 4.4b) identifica los hidrógenos del 
carbono en posición  respecto al carbono del grupo éster. Los hidrógenos del metilo unido 
al carbono en posición  se identifican con la posición 3 (Figuras 4.4.a y 4.4b). Finalmente, 
la señal 2 (Figuras 4.4.a y 4.4b) corresponde a los hidrógenos enlazados al carbono en 
posición  respecto al grupo éster (Cunha G, 2008). 
Para identificar cada señal con los protones que la están produciendo hay que tener en 
cuenta las siguientes consideraciones: la intensidad relativa de una señal en la 
espectroscopia de H
1
RMN es proporcional al número de protones que contribuyen a la 
señal. La curva superpuesta a las señales del espectro, que se puede observar en la figura 
4.4, es la llamada curva de integración. Los equipos de RMN están dotados de un sistema 
que permite la evaluación automática de estas áreas por integración. Se registra, si así se 
desea, la curva de integración que permanece horizontal en las zonas sin absorción y varía 
verticalmente en la zona de las señales en proporción al área integrada. La curva de 
integración sólo nos suministra intensidades relativas. La altura del escalón permite calcular 
el número de átomos de hidrógeno que dan origen a cada señal. Una vez hecho esto es fácil 
deducir qué grupo funcional es el responsable de cada pico.  
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c)  PHB4HB 
 
Figura 4.4. Espectros de H
1
RMN de: a) PHB,  b) PHBV y  c) PHB4HB 
El espectro confirma la presencia de los diferentes PHA’s estudiados como demuestra la 
señal a 1,25 ppm correspondiente a los grupos metilos (pico 3 en gráficas 4.4a y 4.4b y pico 
1 en gráfica 4.4c), las señales entre 2,45 y 2,65 ppm producidas por la presencia de grupos 
metilenos (pico 2 en gráficas 4.4a y 4.4b y pico 3 en gráfica 4.4c) y el pico a 5,25 ppm del 
grupo metino (pico 1 en gráficas 4.4a y 4.4b y pico 6 en gráfica 4.4c). Estos resultados están 
en concordancia con los reportados por Ashby et al. (Ashby, 2005) 
En el caso del PHBV (figura 4.4b) las señales 4, 5 y 6 permiten reconocer a este polímero 
como el PHBV con una pureza del 21%. La figura 4.4.c) muestra el espectro del PHB4HB. 
Se observan los picos correspondientes a los dos monómeros que forman el biopolímero, el 
3HB y el 4HB, este último señalado por los picos 2 y 5. La composición calculada mediante 
el área de estos picos es de un 10%.  
En definitiva, la composición de los PHA’s con los que se ha trabajado en este estudio es la 
siguiente: PHB, PHB-co-21%-HV y PHB-co-10%-4HB. 
(ppm) 
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4.3. Caracterización de las emulsiones. 
Viscosidad (Haake Mars) 
En este punto se quiere verificar lo que la técnica de GPC permitió anticipar: las diferentes 
viscosidades de los 3 PHA’s. En la siguiente tabla se presentan los valores del índice de 
consistencia (K)  y del índice de comportamiento (n) para los 3 polímeros: 
 
Tabla 4.4. Valores de K para cada emulsión 
PHA (10% 
gentamicina) 
Índice de 
comportamiento, n 
Índice de 
consistencia, K 
PHB  0,784 0,22 
PHBV  0,692 0,74 
PHB4HB  0,770 1,39 
 
Según estos resultados (n < 1) y de acuerdo con el modelo de Ostwald-de-Waele, las 
emulsiones de los tres polímeros tendrían un comportamiento pseudoplástico, es decir, su 
viscosidad aparente disminuirá a medida que el gradiente de velocidad aumente (véase 
apartado 3.2.6.Caracterización de las emulsiones). 
El parámetro que nos indica el grado de viscosidad es el índice de consistencia. Cuanto 
mayor sea este parámetro, más elevada será la viscosidad del polímero. Los resultados 
confirman lo que ya se anticipó con  los resultados de los pesos moleculares obtenidos por 
GPC: el PHB4HB es el más viscoso de los tres. Quizás éste sea un motivo de descarte para 
las infiltraciones en las estructuras porosas, ya que una elevada viscosidad ocasionará más 
dificultades para entrar por toda la red del material y recubrirlo. Sin embargo, como se 
puede variar la viscosidad de la emulsión mediante las diferentes concentraciones de 
polímero, se sigue estudiando el comportamiento de este material como recubrimiento. 
De hecho, ya se comentó que se ha trabajado con emulsiones diluidas para conseguir 
mejores recubrimientos de las superficies internas en muestras porosas. Hay que recordar 
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que la preparación de estas emulsiones se ha realizado añadiendo la cantidad de agua 
necesaria para diluir la concentración de gentamicina en la fase dispersa a la mitad. Los 
valores de viscosidad obtenidos para estas emulsiones diluidas se presentan en la tabla 4.5. 
 
Tabla 4.5. Valores de K para cada emulsión 
PHA (10% 
gentamicina) 
Índice de 
comportamiento, n 
Índice de 
consistencia, K 
PHB 0,757 0,14 
PHBV 0,692 0,31 
PHB4HB 0,750 0,27 
 
Se puede ver como los valores del índice de consistencia han disminuido respecto a las 
emulsiones iniciales. Esto demuestra que se ha cumplido el objetivo de disminuir la 
viscosidad de los tres polímeros. 
 
4.4. Optimización del proceso de recubrimiento en muestras lisas: 
Dip-coating (SEM, EDS y BSE) 
Como se anticipaba en el apartado 3.Materiales y Métodos de este texto, se han realizado 
diferentes combinaciones con el número de dip-coatings y el porcentaje de gentamicina 
incorporada al recubrimiento (ver tabla 3.3). 
En la figura 4.5 se muestran las imágenes de SEM obtenidas al recubrir las muestras de Ta 
con PHB. Como ya se adelantó previamente en este texto, se realizaron ensayos con 1, 2 y 3 
dip-coatings para confirmar si la superficie quedaba totalmente recubierta. Esta 
comprobación se realizó tanto para el 10% como para el 30% de gentamicina, en el intento 
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de averiguar si la cantidad de antibiótico influía en el recubrimiento. Las siguientes 
micrografías corresponden a un porcentaje del 10%. 
 
 
Figura 4.5. Imágenes de SEM correspondientes al PHB recubierto con 1, 2 y 3 dip-coatings. 
La comprobación de si el Ta quedaba completamente recubierto se realizó mediante un 
mapping obtenido por EDS-SEM de la muestra correspondiente a 3 dip-coatings. En la 
figura 4.6 se puede ver la imagen de SEM correspondiente a esos 3 dip-coatings (izquierda) 
y el mapping pertinente (derecha), donde las zonas blancas indican la presencia de Ta. Esto 
permitió asegurar que en el caso del PHB no era suficiente con 3 inmersiones para 
conseguir un recubrimiento total, así que se decidió realizar un cuarto dip-coating. 
 
 
Figura 4.6. Micrografía de Ta con 3 dip-coatings de PHB (izquierda) y el mapping correspondiente (derecha)  
La imagen de SEM correspondiente al cuarto dip-coating se muestra en la figura 4.7. A la 
izquierda, la micrografía. Y a la derecha, una imagen de BSE que confirma que toda la 
superficie queda recubierta por el polímero. La presencia de Ta sin recubrir se mostraría 
con manchas blancas en la imagen, y no aparecen. 
 
a)  1 dip-coating                                b)  2 dip-coatings                              c)   3 dip-coatings 
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Figura 4.7. Ta con 4 dip-coatings de PHB (izquierda) y la imagen de bse correspondiente (derecha) 
El proceso para los otros dos PHA’s fue el mismo que se ha descrito para el caso del PHB. 
La imagen para los 3 primeros dip-coatings con PHBV se puede visualizar en la imagen 
siguiente:  
 
 
Figura 4.8. Imágenes de SEM correspondientes al PHBV recubierto con 1, 2 y 3 dip-coatings. 
La comprobación con el mapping de los 3 dip-coatings permitió identificar Ta que no 
quedaba recubierto (ver figura 4.9).  
 
Figura 4.9. Micrografía de Ta con 3 dip-coatings de PHBV (izquierda) y el mapping correspondiente 
(derecha)  
a)  1 dip-coating                                b) 2 dip-coatings                              c)   3 dip-coatings 
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Como en el caso del PHB, se realizó un cuarto dip-coating para ver si era suficiente para 
recubrir por completo la superficie. La comprobación mediante BSE se muestra en la figura 
4.10. 
 
Figura 4.10. Ta con 4 dip-coatings de PHBV (izquierda) y la imagen de bse correspondiente (derecha) 
 
Al igual que con el PHB, con cuatro dip-coatings de PHBV se conseguía un recubrimiento 
total de las muestras. 
Por último, en la imagen 4.11 se presentan las micrografías de los 3 primeros dip-coatings 
para el PHB4HB.  
 
 
Figura 4.11. Imágenes de SEM correspondientes al PHB4HB recubierto con 1, 2 y 3 dip-coatings. 
La comprobación del tercer dip-coating con una imagen de BSE mostró una superficie 
completamente recubierta en este caso, a diferencia de lo que había ocurrido para los otros 
dos polímeros (figura 4.12). Este resultado se puede atribuir a la mayor viscosidad del 
PHB4HB en comparación con la del PHB y la del PHBV. La alta viscosidad hace que la 
emulsión no fluya de la misma forma en este polímero. El fluido permanece más tiempo en 
a)   1 dip-coating                                b)  2 dip-coatings                              c)   3 dip-coatings 
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la superficie cuando ésta es retirada después del proceso de recubrimiento, por lo que más 
cantidad de polímero permanece en el sustrato, recubriéndolo más fácilmente.  
 
Figura 4.12. Ta con 3 dip-coatings de PHB4HB (izquierda) y la imagen de bse correspondiente (derecha) 
Hay que recordar que todas estas imágenes corresponden a recubrimientos que 
incorporaban un 10% de gentamicina. Tras realizarse el mismo procedimiento con un 30% 
de antibiótico se obtuvieron resultados similares, lo que permite asegurar que el porcentaje 
de gentamicina incorporada no influye en la consecución de un recubrimiento total de la 
superficie de Ta. 
A partir de este momento siempre se trabajó con muestras completamente recubiertas, 
es decir, con 4 dip-coatings para el PHB y el PHBV y con 3 dip-coatings para el 
PHB4HB. 
Después de realizar los recubrimientos, se vio mediante EDS-FESEM y se comprobó por 
espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS) que no quedan restos de cloroformo, lo 
que demuestra que el disolvente se evapora en su totalidad y que no representará ningún 
problema de toxicidad para las células. A modo de ejemplo, en la figura 4.13 se presenta el 
análisis por EDS de una muestra recubierta con 3 dip-coatings de PHB4HB con un 10% de 
gentamicina. 
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Figura 4.13. Espectro EDS de un recubrimiento de 3 dip-coatings de PHB4HB con un 10% de gentamicina 
En el espectro se puede observar la ausencia de los picos correspondientes al cloro. Esto 
permite asegurar que el cloroformo se evapora por completo. 
 
4.5. Caracterización físico-química del recubrimiento en muestras 
lisas 
Determinación del espesor y de la rugosidad en los recubrimientos: Perfilometría. 
En este apartado se ofrecen los espesores obtenidos para todos los recubrimientos. La 
técnica empleada para ello fue la perfilometría mediante el procedimiento que se explicó 
en el apartado 3.2.7. Caracterización físico-química del recubrimiento en muestras lisas 
del presente texto. 
En la tabla 4.5 se pueden consultar los espesores obtenidos para los 3 polímeros. Se 
incluyen los resultados con los dos porcentajes de antibiótico con los que se ha trabajado. 
Tabla 4.5. Espesores obtenidos para cada PHA con un 10% y un 30% de gentamicina 
 PHB 
    10%             30% 
PHBV 
    10%             30% 
PHB4HB 
    10%             30% 
Espesor 
(m) 
21,75 ± 3,25  22,54 ± 4,25 28,32 ± 4,84 34,01 ± 3,60  58,73 ± 6,69  53,54 ± 4,53  
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Con los resultados obtenidos no se puede establecer ninguna dependencia del espesor con 
el porcentaje de gentamicina. Por la experiencia adquirida en el proceso de dip-coating 
durante el desarrollo del trabajo, se cree que lo que más influencia puede tener en el espesor 
sea la forma de aplicar la técnica. A pesar de seguir siempre el mismo método, la acción 
humana es un factor clave de error para que pequeñas diferencias en el transcurso del 
proceso afecten al recubrimiento final. 
Por otra parte, los datos de rugosidad de los recubrimientos poliméricos totales (3 dip-
coatings para el PHB4HB y 4 dip-coatings para el PHB y el PHBV) se muestran en la tabla 
4.6. Los valores obtenidos son muy similares independientemente de que se incorpore un 
10% o un 30% de gentamicina. Por este motivo, y siempre habiendo comprobado todos los 
resultados experimentales, se ha decidido hacer un promedio entre todos los datos, sin 
considerar el porcentaje de antibiótico. 
Tabla 4.6. Rugosidades (Ra) obtenidas para cada PHA  
 
PHB PHBV PHB4HB 
Rugosidad, Ra (m) 2,03 ± 0,44 7,37 ± 0,80 10,05 ± 1,35 
 
Se puede ver que las rugosidades más bajas se obtienen para el caso del PHB, seguidas de 
las obtenidas para el PHBV, y por último, las del PHB4HB. En este último caso, se cree que 
la viscosidad puede ser un factor clave para que la rugosidad sea más elevada, ya que 
mientras se llevaba a cabo el dip-coating resultaba evidente que el recubrimiento era más 
irregular que en los otros dos PHA’s. Sin llegar al extremo del PHB4HB, los recubrimientos 
del PHBV también eran más irregulares que los del PHB. La explicación en base a la 
viscosidad vuelve a tener sentido. Los polímeros más viscosos se acumulaban más en la 
parte inferior de las muestras según éstas se sumergían en la emulsión.  
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4.6. Caracterización biológica del recubrimiento 
Ensayo de inhibición bacteriana 
Los diámetros de las zonas de inhibición de crecimiento bacteriano que se han medido en la 
realización de este ensayo se pueden ver en la tabla 4.7 y la figura 4.14 en el caso de la cepa 
Escherichia coli (Gram-negativa). La tabla 4.8 y la figura 4.15 muestran los resultados 
correspondientes a la cepa Staphylococcus aureus (Gram-positiva). 
Tabla 4.7. Zonas de inhibición de crecimiento en el ensayo con E. coli  
Diámetro (cm) 
 Recubrimiento parcial 
(1 dip-coating) 
 
Recubrimiento total 
PHB 10% 1,75 ± 0,10 1,98 ± 0,05 
PHB 30% 2,08 ± 0,05 2,40 ± 0,00 
PHBV 10% 1,53 ± 0,05 2,18 ± 0,05 
PHBV 30% 2,50 ± 0,00 3,10 ± 0,14 
PHB4HB 10% 1,88 ± 0,15 2,23 ± 0,05 
PHB4HB 30% 2,93 ± 0,15 3,00 ± 0,23 
 
En la figura 4.14 se puede observar la influencia del número de dip-coatings y del 
porcentaje de gentamicina en la zona de inhibición de crecimiento para la bacteria E. coli. 
En la gráfica 4.14.a1 se ha fijado el porcentaje de gentamicina en un 10% para comparar 
los valores de los diámetros del halo de inhibición  para recubrimiento parcial (1 dip-
coating: 1D en la imagen) y recubrimiento total (3 o 4 dip-coatings: 3D y 4D en la imagen, 
para PHB4HB y para los otros dos PHA’s, respectivamente). Se observa que a medida que 
se aplican más recubrimientos sobre la muestra, la zona de inhibición aumenta y, por tanto, 
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el poder antimicrobiano del conjunto es superior. Esto se debe a que a medida que aumenta 
el número de inmersiones, lo hace también la cantidad de antibiótico total incorporada en el 
recubrimiento. Lo mismo ocurre para el 30% de gentamicina, como se puede observar en la 
figura 4.14.a2. 
Queda comprobar qué ocurre cuando se fija el número de inmersiones y se va modificando 
el porcentaje de gentamicina incorporada en el recubrimiento. Esto se ilustra en la figura 
4.14.b. Se fija el tipo de recubrimiento parcial (1 dip-coating, figura 4.14.b1) y total (3 o 4 
dip-coating, figura 4.14.b2). Se comprueba que un aumento en la concentración de 
gentamicina incorporada en la emulsión polimérica, provoca un incremento en el diámetro 
del halo de inhibición de crecimiento microbiano, es decir, en el poder antibacteriano del 
recubrimiento. 
 
Figura 4.14. Influencia del nº de dip-coatings (a) y del porcentaje de gentamicina (b) en la zona de inhibición para E. coli. 
 
1 2 
2 
1 
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Este mismo proceso se repitió para la otra bacteria estudiada, Staphylococcus aureus. Los 
valores de la zona de inhibición se presentan en la tabla 4.8 y la influencia del porcentaje de 
gentamicina y del número de dip-coatings realizados se representa en la figura 4.15. Los 
resultados vuelven a ser lógicos y esperados. Cuando se aumenta el número de dip-coatings 
o el porcentaje de antibiótico, el recubrimiento tiene más poder inhibitorio, observado en 
mayores diámetros en los halos correspondientes. 
Como único apunte destacar que los valores de la zona de inhibición para S. aureus son 
superiores a los obtenidos para E. coli. Este resultado corrobora que la estructura celular de 
las bacterias Gram-negativas las hace más resistentes a los antibióticos (Ferris, F.G y 
Berveridge T.J, 1985).  
Tabla 4.8. Zonas de inhibición de crecimiento en el ensayo con S. aureus  
Diámetro (cm) 
 Recubrimiento parcial 
(1 dip-coating) 
 
Recubrimiento total 
PHB 10% 1,70 ± 0,08 1,98 ± 0,05 
PHB 30% 3,40 ± 0,00 4,00 ± 0,00 
PHBV 10% 1,75 ± 0,05 1,98 ± 0,05 
PHBV 30% 3,45 ± 0,07 4,00 ± 0,14 
PHB4HB 10% 1,95 ± 0,06 3,88 ± 0,09 
PHB4HB 30% 3,00 ± 0,15 4,10 ± 0,12 
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Figura 4.15. Influencia del nº de dip-coatings (a) y del porcentaje de gentamicina (b) en la zona de inhibición para S. 
aureus. 
Se debe considerar, en base a los resultados logrados en esta prueba, la posibilidad de que 
un recubrimiento con 1 dip-coating pueda ser suficiente para inhibir el crecimiento y la 
proliferación bacteriana. Esto se tendría que confirmar en futuros ensayos de liberación de 
fármaco.  
 
Ensayo de citotoxicidad 
Como ya se comentó en el apartado 3.2.8.Caracterización biológica del recubrimiento 
(Materiales y métodos), este ensayo tiene como objetivo valorar si el sistema de liberación 
propuesto es inocuo para los sistemas biológicos. Para ello se comprueba si representa un 
peligro potencial para las células. Los resultados de supervivencia que se han conseguido 
con el método propuesto se muestran en la siguiente figura: 
 
1 
1 
2 
2 
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Figura 4.16. Porcentaje de supervivencia de las células en contacto con los recubrimientos propuestos. 
La línea roja indica el límite de toxicidad según la normativa 
 
Para interpretar los resultados de la figura 4.16 es necesario conocer cuál es el mínimo 
porcentaje de supervivencia celular para considerar que el sistema propuesto no resulta 
tóxico. Ese porcentaje está marcado en el gráfico con una línea roja horizontal y 
corresponde al 80% de supervivencia, según la norma ISO 10993-5 para la convivencia con 
sistemas biológicos. Es decir, aquellos recubrimientos que alcancen ese valor de 
supervivencia celular serán considerados no tóxicos.  
En este ensayo se ha querido comprobar la no toxicidad de estos biopolímeros, la cual está 
publicada en muchos estudios (Rodríguez A. Mª, 2013; Zhao K et al., 2003; Xian-Yi Xu et 
al., 2010).  Se observa que ninguno de los tres biopoliésteres presenta toxicidad. El tántalo 
como control y referencia tampoco presenta toxicidad celular.  
Para el estudio de la toxicidad de los recubrimientos se ha testado aquellos en los que se 
considera que la situación podría resultar más perjudicial para las células: 30% de 
gentamicina y recubrimiento total. Los resultados muestran, para todas las diluciones, que 
se llega al mínimo marcado por la norma (80%), lo que indica que en ningún caso se 
obtiene un recubrimiento tóxico para las células. Esto indica que la solución propuesta en 
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este trabajo para combatir las BAI no conlleva ningún problema de toxicidad celular. Se 
ratifica también que el cloroformo se evapora en su totalidad, como ya se comprobó 
mediante FESEM-EDS en el apartado 4.4. Optimización del proceso de recubrimiento en 
muestras lisas: Dip-coating (SEM, EDS y BSE) (ver figura 4.14). 
 
Ensayo de adhesión celular 
El objetivo del ensayo de adhesión celular es comprobar que el sistema de liberación de 
fármacos propuesto va a tener un buen comportamiento en términos de adhesión celular, 
así como en el posterior crecimiento de tejido óseo en la superficie del dispositivo. La 
obtención de resultados positivos aportará mayor confianza en la osteointegración del 
implante y en el éxito de la intervención quirúrgica. Los ensayos se han realizado con 
recubrimientos totales de las superficies y con un 30% de gentamicina incorporada. Se han 
evaluado también controles de los 3 PHA’s y del Ta. Los resultados se pueden consultar en 
la tabla 4.9 y en la figura 4.17. 
 
Tabla 4.9. Resultados obtenidos en el ensayo de adhesión 
Muestra Número de células adheridas 
PHB 30% gentamicina 4807 ± 538 
PHB 4365 ± 513 
PHBV 30% gentamicina 4912 ± 1203 
PHBV 4743 ± 96  
PHB4HB 30% gentamicina 4786 ± 1337  
PHB4HB 4785 ± 289  
Ta 6929 ± 516  
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Figura 4.17. Número de células adheridas 
La mejor adhesión se obtiene para el Ta. La biocompatibilidad de este metal y la 
bioactividad superficial que se consigue mediante el ataque alcalino con NaOH son 
explicaciones razonables para este resultado. Kokubo T. (2004) ya comprobó el enlace del 
hueso vivo al tántalo sin formación de cápsula fibrosa que impidiera la adhesión celular 
directa al sustrato metálico. Ya entonces atribuía esta clase de propiedades osteoinductivas 
y osteoconductivas a tratamientos con NaOH como el que se ha llevado a cabo en esta 
investigación. 
Por lo que hace referencia al resto de valores, todos son bastante similares. Se observa un 
ligero aumento del número de células en los recubrimientos con gentamicina respecto a los 
controles correspondientes. Este resultado corrobora los obtenidos en el ensayo de 
citotoxicidad, donde quedaba demostrada la no toxicidad de estos recubrimientos 
antimicrobianos.  
Según la tabla 4.9 y la figura 4.16, el recubrimiento que presenta una mayor adhesión 
celular es el de PHBV con un 30% de gentamicina. Existen estudios que han demostrado 
que la adhesión y la proliferación celular son mejores conforme aumenta el porcentaje del 
monómero HV en el polímero (Hui Liu et al., 2008). Nuevamente, el PHBV se postula 
como firme candidato a una posible elección de polímero para realizar nuevos ensayos. 
Desarrollo   de   recubrimientos antimicrobianos   de polihidroxialcanoatos sobre muestras de tántalo.  
Optimización del recubrimiento en muestras lisas. Primeros estudios en muestras porosas. Pág. 113 
 
 
4.7. Primeros estudios en muestras porosas 
En este estudio se incluye un trabajo preliminar llevado a cabo con estructuras de Ta 
poroso. En la figura 4.18 se muestra una imagen de SEM del material con el que se ha 
trabajado, Trabecular Metal, nombre comercial con el que la empresa Zimmer lo introdujo 
en el mercado por su estructura y propiedades tan similares al hueso trabecular.  
 
Figura 4.18. Estructura del Ta poroso obtenida por SEM 
Se puede observar que el tamaño de poro se sitúa entre las 400 y 600 m, margen que 
acostumbran a cumplir todas las espumas de Ta poroso (Medlin D.J. et al., 2005).  
En el apartado 3.2.4. Técnicas para llevar a cabo el recubrimiento se explicaron los 
métodos que se han utilizado para infiltrar las estructuras porosas. La experiencia dice que 
ninguno de ellos es demasiado apropiado para conseguir buenos recubrimientos en el 
interior de las muestras. A continuación, se presentan los datos e imágenes que ejemplifican 
este hecho. 
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Bomba de vacío 
Esta técnica fue la primera que se usó para intentar infiltrar las muestras porosas. Se utilizó 
con 2 emulsiones: PHB y PHB4HB, ambas con un 10% de gentamicina. La elección de 
estos dos polímeros se tomó en base a sus viscosidades, ya que son los que presentan menor 
y mayor viscosidad, respectivamente (ver tabla 4.4). Se quería comprobar así la influencia 
de este parámetro en el recubrimiento. En la figura 4.19 se muestran imágenes de los 
resultados obtenidos. 
 
Figura 4.19. Micrografías de Ta poroso infiltrado mediante bomba de vacío con PHB 10% (a) y 
con  PHB4HB 10% (b) 
 
Las imágenes anteriores corresponden a las superficies interiores de las muestras infiltradas. 
En el caso de la figura 4.19a se ha realizado el proceso con la emulsión de PHB. En las 
micrografías se pueden ver superficies muy poco recubiertas con polímero (color blanco). 
También se encontraban poros completamente taponados. Los resultados obtenidos con el 
PHB4HB (figura 4.19b) son muy parecidos. 
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La complejidad en la consecución de este cometido detuvo temporalmente la 
experimentación, a la espera de nuevas ideas que aportaran luz para realizar una buena 
infiltración de la emulsión en el material.  
Más adelante se planteó la posibilidad de infiltrar las muestras inyectando la emulsión. Se 
emplearon dos variantes para realizar el proceso: mediante presión manual y mediante 
presión controlada. 
 
Inyección 
En la figura 4.20 se ofrece un muestrario de micrografías obtenidas con BSE de piezas de 
Ta inyectadas con PHBV 10% en las dos variantes propuestas. En dichas imágenes, debido 
a la técnica  empleada de BSE, el polímero se ve en color negro y el tántalo aparece de 
color blanco. En este proceso se decidió utilizar PHBV porque ya se habían obtenido 
algunos resultados buenos en el estudio en paralelo de muestras lisas, como el gran 
aumento de la afinidad por el metal conseguido con el tratamiento termoquímico. 
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Figura 4.20. Micrografías de Ta poroso infiltrado mediante inyección con PHBV 10%: a) presión 
manual y b) presión controlada  
 
Con este segundo método se vio que más cantidad de polímero se introdujo dentro de las 
muestras porosas en comparación con la técnica de vacío. Se cree que el hecho de aplicar 
una presión a la emulsión ayuda a que ésta penetre, aunque macroscópicamente no se ve 
que recubra toda la superficie. Haciendo los análisis de EDS-FESEM se observó que había 
gentamicina en la superficie (ver figura 4.21). 
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Figura 4.21. Espectro EDS del interior de una muestra porosa infiltrada mediante inyección con presión 
manual  con PHB4HB al 10% de gentamicina. 
La presencia de azufre indica que el sulfato de gentamicina ha llegado al interior de la 
muestra.  
Ensayo de inhibición bacteriana en muestras porosas 
Se quiso comprobar si la cantidad de polímero que se lograba introducir en estas estructuras 
porosas era suficiente para lograr la inhibición de la adhesión y del crecimiento bacteriano. 
El ensayo se realizó de la misma forma que en muestras lisas, pero en este caso se 
experimentó únicamente con Escherichia coli, ya que como Gram-negativa posee una 
estructura celular más resistente a los antibióticos. Se escogieron las muestras obtenidas 
mediante el método de la bomba de vacío, es decir, recubiertas con PHB y PHB4HB al 
10% de gentamicina. Las muestras se rompieron de la misma manera que se describió en el 
apartado 3.2.7. Caracterización físico-química del recubrimiento en muestras lisas para 
evaluar tanto la superficie exterior como la superficie interior. Los resultados obtenidos se 
muestran en la tabla 4.10. 
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Tabla 4.10. Zonas de inhibición de crecimiento en muestras porosas con E. coli  
Diámetro (cm) 
 Superficie exterior Superficie interior 
PHB 10% 2,20 ± 0,14 1,80 ± 0,28 
PHB4HB 10% 2,20 ± 0,28 1,35 ± 0,07 
 
Los resultados obtenidos concuerdan con lo que cabría esperar. Por un lado, las zonas de 
inhibición de las superficies interiores son menores que las correspondientes a las 
superficies exteriores. Esto corrobora las dificultades de los polímeros para alcanzar el 
interior de la estructura. Por otra parte, el polímero más viscoso, el PHB4HB, ofrece una 
zona de inhibición más pequeña que el PHB en la superficie interior. Esto confirma que una 
viscosidad elevada hace que sea más difícil para el polímero infiltrarse hacia el interior de 
la muestra.  
 
4.8. Selección de polímero y trabajos posteriores 
Elección de un polímero: el PHBV 
Según los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, se recomienda utilizar PHBV para 
estudios posteriores. Esta elección se fundamenta en todos los datos presentados a lo largo 
de este capítulo. En el apartado 4.1. Tratamiento termoquímico con hidróxido sódico se 
comprobó que el PHBV era el PHA que presentaba una mayor afinidad por el tántalo 
después del tratamiento alcalino. Posteriormente, en el ensayo de adhesión celular, era 
nuevamente el PHBV el que ofrecía mayor cantidad de células adheridas.  
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Ensayos pendientes 
 
1. Se considera que queda pendiente realizar ensayos de liberación de fármaco para 
comprobar durante cuánto tiempo el efecto antibiótico continúa siendo eficaz. Cuanto 
más se prolongue esa liberación ofreciendo una zona de inhibición que impida la 
adhesión y el crecimiento bacteriano, más efectivo será el dispositivo DDS propuesto. 
Cabe decir que estos ensayos se han realizado en trabajos paralelos con Ti y que los 
resultados han sido positivos (García Y, 2013). 
2. Por otro lado, habría que continuar la experimentación en muestras porosas. Se cree 
que el proceso de infiltración, en cualquiera de los métodos y variantes empleadas, se 
optimizaría modificando dos variables: la viscosidad de las emulsiones y el número de 
infiltraciones.  
Una disminución en la viscosidad conlleva un descenso de la resistencia que opone un 
fluido al flujo. Por tanto, podría hacer que la emulsión penetrase con mayor facilidad a 
través de los poros del Trabecular Metal. Aunque se han hecho algunas pruebas se cree 
que se debería profundizar más en esta idea. También se debería estudiar cómo influye 
el efecto de disminuir la viscosidad en el comportamiento biológico in vivo. 
En cuanto al número de infiltraciones, es lógico pensar que un aumento del mismo 
ofrecería mayor recubrimiento superficial por analogía con lo que ocurre en muestras 
lisas. Hay que recordar que en ese caso fueron necesarios 3 y 4 dip-coatings para 
obtener recubrimientos totales. 
3. Otro factor que hay que analizar es la adhesión física de los recubrimientos a la 
superficie de Ta. Una técnica que se podría utilizar es el Scratching Test. 
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5. Coste del proyecto 
 
A continuación se detalla la relación de gastos ocasionados durante la realización de este 
proyecto. Se han desglosado en tres categorías: coste de los recursos materiales 
consumidos, coste de los equipos y de las técnicas utilizadas y coste de los recursos 
humanos. 
 
5.1. Recursos materiales 
Los recursos materiales consumidos durante la realización de este proyecto están asociados 
principalmente al consumo de materias primas, reactivos y disolventes. La actividad se ha 
desarrollado en las instalaciones del grupo BIBITE del Departamento de Materiales de la 
ETSEIB y en el Centre de Recerca en Nanoenginyeria de la Universitat Politècnica de 
Catalunya. Los costes derivados de los recursos materiales se presentan en la tabla 5.1 
 
Tabla 5.1. Coste económico de los recursos materiales utilizados en este trabajo 
Producto Cantidad Precio/cantidad Total (€) 
Cloroformo 
Acetona 
Etanol 
Agua 
PVA 
NaOH 
Hoja de Ta liso (1 mm espesor, 10x10 cm) 
Espuma de Ta 
PHB 
PHBV 
PHB4HB 
Sulfato de gentamicina 
2 litro 
1 litro 
1,5 litro 
50 litros 
50 ml 
40 gramos 
1 
40 mm 
500 g 
500 g 
500 g 
5 g 
103 €/2,5 litros 
15,5 €/litro 
12,99 €/litro 
0,08 €/litro 
127 €/100 ml 
17’3 €/kg 
635 €/hoja 
3 €/mm 
150 €/100 g 
115 €/100 g 
121 €/100 g 
311 €/5 g 
82,4 
15,5 
19,5 
4 
63,5 
0,7 
635 
120 
750 
575 
605 
311  
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P800 
P2400 
P4000 
Agar 
PBS 
HBI 
Paño terciopelo 
Utensilios laboratorio (guantes, 
recipientes, puntas, etc.) 
Material oficina 
4 
4 
3 
150 g 
2 pastillas 
100 
1 
1,27 €/unidad 
1,67 €/unidad 
1,67 €/unidad 
963 €/kg 
1,36 €/pastilla 
396 €/kg 
5,8 €/unidad 
5,1 
6,7 
5 
144,5 
2,72 
39,6 
5,8 
60 
100 
 
5.2. Equipos y técnicas utilizadas 
En el cálculo de los costes asociados a los equipos y a las instalaciones se ha tenido en 
cuenta todo el instrumental necesario para la realización del proyecto, así como los 
espacios donde se ha realizado. Los costes adicionales contemplan la utilización de equipos 
complementarios como por ejemplo campanas extractoras o mantas calefactoras, entre 
otros. En las actividades en las que se requiere la actuación de un técnico (ensayos 
biológicos, microscopía electrónica, etc.) la última columna incluye las horas de trabajo y el 
material necesario. La tabla 5.2 muestra los costes de los equipos y técnicas utilizados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pág. 122  Memoria 
 
 
Tabla 5.2. Coste económico de los equipos y técnicas utilizadas en este trabajo 
Equipos y actividades Tiempo Tarifa/tiempo  Total (€) 
Pulidora automática Ecomet-4 Buehler 
Cortadora Isomet-1000 Buehler  
Ultrasonidos 
Horno 
Estufa 37ºC 
Nevera 
Microscopía electrónica (SEM, FESEM, EDS y BSE) 
FTIR 
H
1
RMN 
GPC 
Perfilometría 
Ángulo de contacto 
Autoclave 
Espectrofotómetro 
Descongelar células 
Cultivar células 
Poner material en contacto con medio 
Tripsinizar 
Sembrar células, cuidar células, poner 
extracto en contacto con las células 
8 h 
48 h 
24 h 
72 h 
120 días 
250 días 
15 h 
1 h 
2 h 
2 h 
10 h 
5 h 
4 h 
4 h 
1 h 
10 h 
1 h 
1 h 
14 h 
5 €/h 
15 €/h 
0,2 €/24h 
0,2 €/24h 
0,2 €/24h 
0,2 €/24h 
80 €/h 
60 €/h 
60 €/h 
60 €/h 
60 €/h 
30 €/h 
30 €/h 
30 €/h 
0,2 €/h 
15 €/h (técnico) 
15 €/h (técnico) 
15 €/h (técnico) 
15 €/h (técnico) 
 
40 
720 
0,2 
0,6 
24 
50 
1200 
60 
120 
120 
600 
150 
120 
120 
4 
181,5 
34,6 
18,5 
173 
 
 
5.3. Recursos humanos 
En este apartado se detallan los costes asociados a los recursos humanos. Se contemplan 
básicamente las horas de dedicación de la persona encargada del proyecto, así como de las 
tres personas que han tenido una participación activa y que han realizado, respectivamente, 
tareas de dirección y asesoramiento. 
Así, se considera un coste de 20 €/hora por el ingeniero júnior que ha realizado el proyecto, 
dedicando 20 horas por semana durante 10 meses. La dirección estuvo a cargo de 2 tutoras 
más un colaborador, todos ellos titulados superiores con una dedicación de 200 horas de 
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trabajo totales entre los tres y con unos honorarios estimados de 80 €/hora. La tabla 5.3 
muestra la relación de costes asociados a los recursos humanos. 
 
Tabla 5.3. Coste económico de los recursos humanos vinculados a este trabajo 
Personal Tiempo Tarifa/h  Total (€) 
Proyectista (Ing. Júnior) 
Profesores titulados 
superiores 
700 h 
75 h 
 
20 €/h 
90 €/h 
 
14000 
6750 
 
5.4. Coste total 
A continuación se presenta el importe total de los gastos que han resultado de la realización 
de este proyecto (ver tabla 5.4). 
 
Tabla 5.4. Coste económico total asociado a la realización de este proyecto 
Concepto Coste (€) 
Recursos materiales 
Equipos y actividades 
Recursos humanos 
SUBTOTAL 
Imprevistos (10 %) 
TOTAL (21%) 
3551 
3736 
20750 
28037 
2804 
30841 
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6. Estudio de sostenibilidad del proyecto 
El estudio de sostenibilidad de este proyecto se realiza en base a las directrices expuestas en 
el Real Decreto Legislativo 1/2008, de 11 de Enero, por el que se presenta el Texto 
refundido de la Ley de Evaluación de Impacto Ambiental. 
 
6.1. Descripción del medio 
Este proyecto se ha llevado a cabo en las instalaciones del grupo BIBITE, ubicado en el 
departamento de ingeniería de materiales de l’Escola Tècnica Superior d’Enginyeria 
Industrial de Barcelona (ETSEIB). Su duración ha sido de 10 meses en el periodo que va 
desde febrero de 2015 a diciembre de 2015, y se considera que en ese tiempo no se ha 
modificado de manera sustancial los niveles de calidad medioambientales. 
 
6.2. Identificación y valoración de los impactos sobre el medio  
En este apartado se analizan los diferentes impactos potenciales que el proyecto podría 
tener sobre el medio ambiente. 
6.2.1. Criterios de evaluación 
Se entiende por efecto o impacto ambiental (IA) cualquier acción transformadora o cambio 
ocasionado directa o indirectamente por las actividades, productos o servicios de una 
organización en el medio ambiente, sea perjudicial o no. Se valora como la diferencia entre 
el estado que tendría el factor ambiental por cambio natural y el que previsiblemente tendrá 
cuando se haya llevado a cabo la actividad.  
Se ha creído necesario introducir una serie de definiciones técnicas imprescindibles para la 
valoración de los impactos ambientales que se han considerado significativos. Estos 
términos se refieren a los diferentes tipos de efectos que pueden dar lugar a los impactos 
derivados de un proyecto. Son los siguientes: 
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En función del tipo de efecto: 
- Efecto positivo: aquel que es admitido como tal, tanto por la comunidad 
científica como para la población en general, en el contexto de un análisis 
completo de los costes y beneficios genéricos y de las eventualidades externas 
de la actuación contemplada. 
- Efecto negativo: aquel que se traduce en la pérdida de valor natural, estético-
cultural, paisajístico, de productividad ecológica, o en un aumento de los 
perjuicios derivados de la contaminación de la erosión y otros riesgos 
ambientales en discordancia con la estructura ecológica geográfica, el carácter y 
la personalidad de una localidad determinada. 
 
En función de la incidencia del efecto: 
- Efecto directo: aquel que tiene una incidencia inmediata en algún aspecto 
medioambiental. 
- Efecto indirecto o secundario: aquel que supone una incidencia inmediata 
respecto a la interdependencia o, en general, respecto a la relación de un sector 
ambiental con otro. 
A continuación, se indican las diferentes definiciones sobre la magnitud de la valoración de 
un impacto ambiental potencial que hace referencia a su carácter de compatibilidad 
ambiental: 
- IA Compatible: aquel en el que la recuperación es inmediata al finalizar la 
actividad y no requiere de medidas protectoras. 
- IA Moderado: aquel en el que la recuperación no precisa de medidas correctivas 
protectoras o correctoras intensivas, pero que para recuperar las condiciones 
iniciales requiere un cierto tiempo. 
- IA Severo: aquel en el que la recuperación de las condiciones del medio exige la 
adecuación de medidas protectoras o correctoras, además de un periodo dilatado 
de tiempo. 
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- IA Crítico: aquel que presenta una magnitud superior al límite aceptable, 
produciéndose una pérdida permanente de la calidad de las condiciones 
ambientales, sin posibilidad de recuperación, ni siquiera con la adopción de 
medidas protectoras o correctoras. Aparte de evaluar los impactos concretos de 
las diferentes relaciones causa-efecto, deben ser valorados respecto el impacto 
global del proyecto. La magnitud global del proyecto será positiva si la 
valoración global es compatible, moderada o severa, mientras que será negativa 
si la valoración global es crítica. 
 
6.2.2. Impacto ambiental  
En este apartado se analizan los posibles impactos en el medio ambiente y en la sociedad 
que haya podido ocasionar la realización de este proyecto. Concretamente, se distinguen 
tres posibles tipos de impacto: 
- Impacto por la existencia del proyecto. 
- Impacto por el uso de recursos. 
- Impacto por emisiones de contaminantes (en la atmósfera, en la hidrosfera y la 
litosfera), la formación de sustancias nocivas o el tratamiento de residuos. 
Impacto por la existencia del proyecto 
Se produce un impacto positivo por la realización del proyecto. El estudio a escala de 
laboratorio de la viabilidad de los polihidroxialcanoatos como matriz polimérica 
antimicrobiana en un sistema de liberación controlada de fármacos, permitirá reducir el 
número de experimentos necesarios in vivo, y en consecuencia, reducir los recursos 
materiales. Se podrá conocer y predecir mejor el comportamiento de los 
polihidroxialcanoatos en este tipo de aplicaciones. Y en un futuro, si esta investigación 
aporta soluciones en la problemática de las infecciones asociadas al uso de biomateriales, 
conllevará un importante beneficio económico y social. Se evitarán costes en tratamientos 
con antibióticos, intervenciones posteriores, así como el sufrimiento de los pacientes.  
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Impacto por el uso de recursos 
Se produce un impacto directo por el uso de recursos, básicamente material de laboratorio, 
reactivos químicos, el material de estudio (Ta), material de oficina y, como consecuencia, 
el uso de las técnicas de análisis y equipos informáticos, acondicionamiento de los 
laboratorios, etc. La gestión de residuos se realiza según se expone en la tabla 6.1, donde 
también se identifica cada residuo generado según la normativa exigida por la Agencia 
Catalana de Residuos (Junta de residuos, 1999). 
Tabla 6.1. Clasificación de residuos generados 
Código Residuo generado Proceso en que se 
genera 
Vía de gestión 
60314 Sales sólidas y 
soluciones 
diferentes 
Realización de ensayos Punto de 
reciclaje 
especializado 
80309 Tinta de impresión Impresión de este 
documento 
Punto de 
reciclaje 
especializado 
120117 Material de 
desbaste 
Modificación superficial Punto de 
reciclaje 
especializado 
150102 Envases de plástico Realización de ensayos Contenedor 
amarillo de 
recogida 
160118 Metales no férreos Realización de ensayos Punto de 
reciclaje 
especializado 
160119 Plásticos Realización de ensayos Contenedor 
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amarillo de 
recogida 
200101 Papel Impresión de este 
documento y notas  
Contenedor azul 
de recogida 
200199 Material de oficina Elaboración del proyecto Contenedor 
amarillo de 
recogida 
 
Para evitar un vertido incontrolado de los residuos, se ha seguido el protocolo de gestión de 
residuos del laboratorio de Biomateriales de la ETSEIB. Dependiendo del residuo generado 
los envases para almacenarlo tendrán una capacidad determinada, una etiqueta 
identificativa y estarán hechos de un material resistente al producto que deben contener. 
Una vez los recipientes están llenos la empresa ECOCAT encarga de gestionarlos y 
tratarlos. 
Impacto por emisiones 
Se considera la existencia de un impacto de tipo directo provocado por la evaporación de 
disolventes orgánicos y, de un impacto indirecto derivado del consumo de energía eléctrica 
que supone la emisión de gases en las centrales térmicas. Las emisiones debidas a la 
evaporación de disolventes son retenidas y neutralizadas por las campanas de laboratorio. 
Así pues, el principal contaminante es el CO2, responsable del efecto invernadero. 
 
 
6.2.3. Impactos ambientales potenciales  
Todos los impactos derivados de este estudio se pueden valorar como impactos compatibles 
y, por tanto, el impacto global asociado al proyecto también, dadas las medidas correctoras 
previstas y que se detallan a continuación. 
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No obstante, cabe destacar que este proyecto se encuentra en un nivel de experimentación 
en el que aún no se han definido las condiciones necesarias para su implantación a escala 
real. Por ello, es imposible determinar el impacto ambiental que generaría en tal caso. 
 
6.3. Medidas previstas 
Las medidas correctoras previstas para minimizar los impactos ambientales se centran 
básicamente en la gestión ambiental de los residuos generados. En todo momento ha 
habido un consumo racional del papel, utilizando documentos en formato electrónico e 
imprimiendo a doble cara. Además, se intenta minimizar el consumo de los recursos y 
optimizar los ensayos. 
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Conclusiones 
Durante el trabajo realizado para alcanzar los objetivos propuestos en este proyecto se ha 
llegado a una serie de conclusiones que se resumen en este punto: 
Se ha conseguido alcanzar el objetivo general de este trabajo, que era desarrollar 
recubrimientos antimicrobianos para implantes de tántalo que fueran estables, homogéneos, 
y no tóxicos mediante matrices poliméricas con los distintos miembros de la familia de los 
polihidroxialcanoatos que se han utilizado. 
 
Tratamiento termoquímico 
Las muestras de Ta tratadas termoquímicamente con una solución alcalina de NaOH 5M 
presentan una superficie más apta en la consecución de los objetivos planteados que las 
muestras no tratadas.  
Se ha conseguido aumentar la rugosidad superficial de las muestras lisas de Ta, 
disponiendo de mayor superficie de contacto para el recubrimiento polimérico y para la 
adhesión celular. 
Se ha logrado un incremento de la bioactividad del material gracias a la incorporación de 
grupos –OH en la superficie, permitiendo un enlace directo entre el Ta y el tejido óseo.  
 
Optimización del recubrimiento en muestras lisas 
Se ha conseguido optimizar el recubrimiento de las muestras de Ta en cuanto a la 
consecución de un recubrimiento completo de la superficie. Se ha llegado a la conclusión 
de que para conseguir este objetivo serán necesarios 4 dip-coatings con el PHB y el PHBV 
y 3 dip-coatings con el PHB4HB.   
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Las dos concentraciones de gentamicina que se han ensayado proporcionan el poder 
antimicrobiano necesario para inhibir la adhesión y el crecimiento bacteriano de las cepas 
de E. coli y S. aureus en todos los recubrimientos. 
Dichas concentraciones no suponen problema de toxicidad celular en ninguno de los 
polímeros. 
Se ha comprobado que un dip-coating con un 10% de gentamicina incorporada es 
suficiente para inhibir la adhesión y el crecimiento bacteriano de las cepas de E. coli y S. 
aureus en todos los recubrimientos.  
Se recomienda realizar ensayos de liberación de fármaco para: 
- confirmar el poder antimicrobiano de un recubrimiento parcial de la superficie.  
- averiguar por cuánto tiempo se mantiene el poder antimicrobiano de los 
diferentes recubrimientos.  
 
Ensayos en muestras porosas 
Se han probado dos técnicas distintas para infiltrar el polímero en la estructura porosa: 
bomba de vacío e inyección.  
La microscopía electrónica de barrido ha permitido confirmar la presencia de polímero en 
el interior de las muestras, independientemente de la técnica empleada o el PHA infiltrado. 
Así mismo, se ha demostrado mediante EDS la presencia de gentamicina en el interior. 
La cantidad de polímero que se consigue introducir en el interior de las muestras porosas es 
superior utilizando la técnica de inyección.  
Para mejorar el recubrimiento de la superficie interior se hacen dos recomendaciones:  
- disminuir la viscosidad de las emulsiones. 
- realizar varias infiltraciones consecutivas, de forma análoga a como ya se 
hiciera en muestras lisas aumentando el número de dip-coatings.  
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